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Uber den 
fermentativen Abbau der Guanylsaure in der Kaninchenleber. 
Von 
Gerhard Schmidt. 

Mit 6 Figuren im Text. 





(Aus dem Senckenbergischen Pathologischen Institut der Universitat Frankfurt a. M.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Marz 1932.) 


Fir die Erforschung des Nucleinstoffwechsels haben sich aus 
den von G. Embden und seinen Mitarbeitern!) ver6éffentlichten 
Untersuchungen neue Gesichtspunkte ergeben. Es hat sich ge- 
zeigt, daB man mehr als bisher die Aufmerksamkeit auf die am 
Nucleinsiuremolekiil selbst sich abspielenden chemischen Vor- 
ginge richten muB, speziell auf die Veraénderungen, die die nuclein- 
siureartig gebundenen Purine erleiden. Durch die erwahnten 
Arbeiten ist die schon im Jahre 1898 vonO. Minkowski?) geiuBerte 
Ansicht, daB ,,fiir das Schicksal der Purinsubstanzen im Organismus 
kein anderes Moment so sehr maBgebend sei, wie die Verkettung 
des Purinkernes mit anderen Atomkomplexen‘’, chemisch in ganz 
bestimmter Weise prazisiert worden. Wenn auch friihere Unter- 
suchungen von W. Jones’) und seinen Mitarbeitern schon das 
verschiedene Verhalten von gebundenen und freien Purinen gegen- 
iiber Organextrakten betont haben, so sind in diesen Arbeiten die 
verschiedenen Typen der gebundenen Purine, die Nucleoside und 
Nucleotide, in ihrem Verhalten den Organfermenten gegeniiber 
noch nicht scharf auseinandergehalten worden. Wie aus einer von 
mir durchgefiihrten Untersuchung’) hefvorgeht, sind z. B. die 
Enzyme des Muskels in so feiner Weise auf die verschiedenen 
Verbindungen des Adenins eingestellt, daB fiir die Spaltung des 
Adeninnueleotides und des Adeninnucleosides zwei verschiedene, 
streng spezifische Fermente existieren, waihrend das freie Adenin 
durch Muskulatur tiberhaupt nicht desaminiert wird. Es ist also 
fiir die Desaminierung des Adeninkernes durchaus nicht nur das 
Moment von ausschlaggebender Bedeutung, daB das Adenin an 
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Kohlehydrat gebunden ist, sondern nicht weniger wichtig fiir das 
biochemische Verhalten ist die Bindung des Adeninnucleosides an 
Phosphorséure. Die groBe Bedeutung, die der Art der Phosphor- 
siurebindung zukommt, zeigt sich besonders darin, daB nur die 
Muskeladenylsiure im Muskel direkt desaminiert werden kann, 
wahrend das in der Hefe vorkommende Adeninpentosenucleotid, 
das sich nur in der Stellung des Phosphorséurerestes von der 
Muskeladenylsaiure unterscheidet, unter den gleichen Bedingungen 
nicht in das entsprechende Hypoxanthinnucleotid umgewandelt 
wird. 

Diese am Adeninkern und seinen Verbindungen gewonnenen 
Erfahrungen legten die Frage nahe, ob auch der direkten Des- 
aminierung anderer Nucleinséuren biologische Bedeutung zu- 
kommt. An der Muskulatur konnten derartige Untersuchungen 
iiber das Verhalten der tbrigen Nucleinséuren von vornherein 
nicht vorgenommen werden. Denn nach meinen bisherigen Fest- 
stellungen sind in der Muskulatur nur solche Fermente vorhanden, 
die gewisse Adeninderivate angreifen, wihrend Guanin sowohl 
in freier Form, wie in der Form seiner Pentoseverbindungen oder 
als Bestandteil der Thymonucleinséiure fiir die Muskulatur un- 
angreifbar ist; dasselbe gilt fiir das Cytosin und seine Derivate. 

Daher habe ich die Einwirkung von Fermenten der Leber 
auf die Guanylsdure und ihre guaninhaltigen Derivate untersucht. 
Die Beantwortung der Frage, ob Fermentreaktionen am Guanin- 
kern ahnlich wie bei den Adeninverbindungen sich am intakten 
Guanylsiuremolekil abspielen, st68t bei diesem Organ auf erhebliche 
methodische Schwierigkeiten. Denn wihrend die Muskulatur nur 
wenige Arten von nucleinséureabbauenden Fermenten enthalt, ver- 
mégen die Fermente der Leber Nucleinsiuren an jeder Bindungs- 
stelle ihrer Bausteine zu spalten und zudem konnen diese Spal- 
tungsvorgiinge in verschiedener Reihenfolge stattfinden. Das Autf- 
treten bestimmter einfachster Bausteine der Guanylsdure, wie 
Ammoniak und Phosphorsiéure gibt daher keinen Aufschlu8 tber 
den Weg, auf dem sich dieser enzymatische Abbau vollzieht. Von 
vornherein ist die Méglichkeit gegeben, daB, ahnlich wie bei der 
Umwandlung von Muskeladenylsiure in Inosinséure, die Des- 
aminierung den ersten Abbauvorgang darstellt, aber ebensogut 
kénnte die Ammoniakbildung erst nach der Abspaltung der Phos- 
phorsiure am Nucleosid oder nach der Abspaltung des Guanins an 
dem freien Aminopurin sich vollziehen. In der vorliegenden Unter- 
suchung stellte ich mir die Aufgabe, diese verschiedenen Méglich- 
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keiten am Beispiel eines bestimmten Nucleotids, namlich der in 
tierischen Organen wie in der Hefe vorkommenden®) Guanylsaure 
zu untersuchen. 

Zur Verfolgung eines bestimmten Abbauvorganges am Guanyl- 
siuremolekil, z. B. der Abspaltung der primiren Aminogruppe, 
muB man unter Bedingungen arbeiten, die geeignet sind, andere 
biochemische Verinderungen am Guanylsiuremolekiil médglichst 
hintanzuhalten. Da die hierzu notigen genauen Kenntnisse wiber 
die Wirkungsbedingungen der Lebernucleasen und auch der die 
tieferen Spaltprodukte der Nucleinsdéure zerstérenden Enzyme zur 
Zeit noch fehlen, habe ich versucht, die Teilvorginge des enzy- 
matischen Guanylsiureabbaues und deren Wirkungsbedingungen 
in der Kaninchenleber im einzelnen zu verfolgen. Die Beschrei- 
bung dieser Experimente bildet den ersten Teil der vorliegenden 
Untersuchung. 

Der zweite Teil der Arbeit beschaftigt sich mit der Frage nach 
den fermentativen Abbauvorgangen, die sich am Guanylsiure- 
molekiil selbst abspielen. 


I. Wirkungsbedingungen der in der Kaninchenleber vorkommenden 
Purin- und Nucleosiddesaminasen. 


1. Die Leberguanase. 


Method ische Vorbemerkungen: Das Guanin wurde nach der Vor- 
schrift von P. A. Levene®) aus Hefenucleinsiure durch Hydrolyse mit 
methylalkoholischer Salzsiure gewonnen und durch Stickstoffbestimmung des 
Sulfates identifiziert. 

Die Hauptschwierigkeit bei der Anstellung von biologischen Versuchen 
mit Guanin wird durch die auBerordentlich geringe Léslichkeit dieser Sub- 
stanz in kaltem und heiBem Wasser bei ungefaéhr neutraler Reaktion bedingt. 
Diese Schwierigkeit kann umgangen werden, wenn man das Guanin bei stark 
alkalischer Reaktion lést und vor der Neutralisation ein Schutzkolloid hinzu- 
fiigt. Die kolloidale Guaninlésung wurde wie folgt hergestellt: 44 mg Guanin 
werden in ein MeBkélbchen von 50 ccm Inhalt gebracht, in etwa 10 ccm 
0,5°/,iger Gelatine (reinstes Praparat von Merck) suspendiert und durch 
tropfenweisen Zusatz der eben notwendigen Menge 33°/,iger Natronlauge 
unter Umschiitteln bei Zimmertemperatur klar gelést. Dann fiigt man weitere 
30 cem 0,5°/,iger Gelatinelésung zu und neutralisiert vorsichtig mit 25°/,iger 
Salzsiyre. Das Auftreten einer starken milchigen Triibung zeigt an, daB die 
Reaktion nicht mehr weit vom Neutralpunkt entfernt ist. Man neutralisiert 
so weit, daB empfindliches blaues Lackmuspapier gerade eben gerétet wird, 
und fillt mit 0,5°/,iger Gelatine bis zur Marke auf. Die so bereitete kolloidale 
Lésung von Guanin ist bei Zimmertemperatur etwa 24 Stunden haltbar. Mit 
eiweiBfreien oder sehr eiweiBarmen Fliissigkeiten darf die Lésung nicht starker 
als auf das 4fache verdiinnt werden, da sonst in kurzer Zeit die Purinbase aus- 
13* 
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flockt und von Fermenten dann nicht mehr oder nur sehr langsam und un. 
gleichmaBig angegriffen wird. In solchen Fallen wird zur Verdiinnungsfliissig. 
keit eine entsprechende Menge Gelatine zugesetzt. Bewahrt man die 0,5°/, ige 
Gelatinelésung im Eisschrank unter Toluol auf, so bleibt sie trotz einer stets 
auftretenden geringen Opalescenz etwa 14 Tage brauchbar.*) 

Darstellung der rohen Enzympraparate: Die Guanase laBt sich 
der frischen, zerkleinerten Leber durch Wasser oder Glycerin entziehen. Die 
unzerkleinerte Leber kann ohne merkliche Schwachung der Fermentwirkung 
bis zu 2 Stunden auf Eis aufbewahrt werden. Zur Herstellung der Extrakte 
wird der Organbrei in dem dem 3fachen seines Gewichtes entsprechenden 
Volumen Wasser suspendiert. Es geniigt +/,stiindiges Schiitteln bei Zimmer. 
temperatur. Dann wird Kieselgur zugefiigt, und zwar 1/, des Lebergewichtes 
bei Verwendung von nicht mehr als 150 g Kaninchenleber, 1/,—1/, bei Ver. 
arbeitung gréBerer Mengen. Nach Filtration durch einen méglichst groBen 
Bichnertrichter ist das Extrakt verwendbar. Die Fermentlésungen sind bei 
Zimmertemperatur 4—5 Tage lang unter Toluol haltbar. 

Zur Darstellung der Glycerinextrakte schiittelt man den Leberbrei mit 
dem gleichen Volumen Glycerin D.A.B. 6 +/, Stunde lang und verfahrt im 
iibrigen wie bei der Darstellung der waBrigen Extrakte. Die Guanasewirkung 
bleibt in den Glycerinextrakten mindestens 14 Tage lang bei 0° unverandert 
erhalten. Da das Glycerin in gréBerer Konzentration die Fermentwirkung 
stark hemmt, wird das Extrakt vor seiner Verwendung mit dem gleichen 
Volumen Wasser verdiinnt. 

Bequemer als die Extraktion des frischen Leberbreies ist die Herstellung 
von Enzymlésungen aus acetongetrockneter Kaninchenleber. Man verfabrt 
zur Gewinnung eines Trockenpraparates in folgender Weise: Frischer Brei 
aus Kaninchenleber wird mit der 5fachen Menge Aceton in einem Stutzen 
gut verriihrt und sofort auf einer groBen Nutsche iiber Filtrierpapier abgesaugt. 
Der noch etwas klebrige Riickstand wird von der Nutsche genommen und 
noch 2mal der gleichen Behandlung mit Aceton unterworfen. Nun wird das 
pulverige Material 2mal mit der 5fachen Menge Ather durchgerihrt und 
jedesmal abgesaugt. Das Pulver, das sich jetzt ganz trocken anfihlt, bringt 
man — in einer méglichst groBen Petrischale ausgebreitet — in ein Vakuum- 
exsiccatorgefaB ohne Trocknungsmittel. Man evakuiert mit der Wasserstrahl- 
oder besser mit einer Hochvakuumpumpe mindestens 1 Stunde lang zur 
méglichst vollsténdigen Vertreibung des Athers. Bei der ganzen Praparation 
muB darauf geachtet werden, daB das hygroskopische Leberpulver nicht langer 
als nétig der atmospharischen Luft ausgesetzt wird. Das Pulver bleibt bei 
Zimmertemperatur aufbewahrt etwa 14 Tage lang unverandert wirksam. 
Durch Extraktion des Pulvers mit der 20fachen Menge Wasser bei 40° wahrend 
1/, Stunde, erhalt man eine wirksame Guanaselésung, die man sich am Tage 
der Benutzung frisch herstellt. 

Die Beschaffenheit der Kaninchenlebern ist je nach der Jahreszeit und 
auch der Ernahrungsweise sehr verschieden und von groBem EinfluB auf die 





*) Eine in dieser Weise bereitete Guaninlésung eignet sich sehr gut zur 
Demonstration der Guanasewirkung. Da das bei der Desaminierung des 
Guanins entstehende Xanthin aus dem kolloidalen in den echten Lésungs- 
zustand iibergeht, verschwindet die starke Opalescenz mit dem fortschreitenden 
Abbau des Guanins und die Lésung wird schlieBlich vollkommen klar. 
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Brauchbarkeit des Materials zu enzymchemischen Untersuchungen. Im Winter 

zeigen die Extrakte eine starke, wohl nicht auf der Gegenwart von Glykogen 
beruhende, milchige Triibung, die ich bisher durch keinerlei Reinigungs- 
maBnahmen vdllig entfernen konnte und die auch zum Teil nach der EiweiB- 
fallung in das Filtrat iibergeht. In derartigen Extrakten sind z. B. Phosphor- 
siurebestimmungen nach Embden’) oft ganz unmdglich, da die Nieder- 
schlage von Strychninphosphomolybdat zu einem groBen Teil in Lésung 
gehalten werden. Auch die Adsorptionsverfahren zur Enzymreinigung werden 
in solchen Extrakten gestért, so da derartige Lebern zu vielen Unter- 
suchungen unbrauchbar sind. Das beste Material erhilt man von April bis 
November bei gemischter Fiitterung der Kaninchen mit Griin- und Trocken- 
futter. Die Extrakte sind dann meist nur leicht opalescent und deutlich 
braunlich gefarbt. Extrakte, die sehr viel Blutfarbstoff enthalten, eignen sich 
wiederum nicht fiir alle Zwecke, da der reichliche Farbstoffgehalt die Adsor- 
bierbarkeit der Fermente sehr stark beeintrachtigt und da man daher ge- 
zwungen ist, soviel von dem Adsorbens hinzuzufiigen, da der Adsorptions- 
vorgang nicht mehr elektiv genug verlauft. 

Allgemeine Bemerkungen zu der bei der Anstellung der 
Enzymversuche angewandten Methodik: Um Wiederholungen zu ver- 
meiden, seien einige immer befolgte Regeln an dieser Stelle angefiihrt. Stets 
wurden Substrat- und Enzymlésung vor dem Zusammenbringen getrennt auf 
die Versuchstemperaturen vorgewirmt. Zur Unterbrechung der Ferment- 
wirkung wurde im allgemeinen so viel 4°/,ige Salzsiure in die Versuchs- 
Jésungen einpipettiert, daB die Salzsiurekonzentration schlieBlich etwa 1°/, 
betrug. Wenn bei einer Anzahl verschiedener Ansitze eine bestimmte Ver- 
suchszeit eingehalten werden sollte, so wurden die einzelnen Ansatze jeweils 
in Abstanden von 1 Minute mit der Fermentlésung zusammengebracht, und 
in derselben Reihenfolge und denselben zeitlichen Abstaénden wurde die 
Fermentwirkung nach Beendigung des Versuches unterbrochen. Zu jedem 
Substrat enthaltenden Ansatz (im folgenden kurz als Hauptansatz bezeichnet) 
wurde als Kontrolle unter genau den gleichen Bedingungen ein Ansatz ohne 
Substrat exponiert. Die Menge der aus dem jeweiligen Substrat entstandenen 
Spaltprodukte ergab sich als Differenz aus den bei der Analyse im Haupt- 
und Kontrollansatz ermittelten Werten. 

EinfluB der Temperatur auf die Guanasewirkung: Guanase- 
lésungen, gleichgiiltig welchen Reinheitsgrades, werden durch 10 Minuten 
langes Stehen bei 65° vdéllig inaktiviert, durch ebensolanges Stehen bei 60° 
stark geschwacht. Von 20—50° nimmt die Wirkung mit steigender Tempe- 
ratur stark zu. 

Die im folgenden beschriebenen Versuche wurden daher bei 40° vor- 
genommen, um die Temperatur geniigend weit von der Inaktivierungstempe- 
ratur entfernt zu halten. 

po-Optimum der Guanasewirkung. Versuchstechnik: Bei den 
drei in den Kurven 1—3 (Fig. 1) wiedergegebenen Versuchen betrug 
das Gesamtvolumen in jedem Ansatz 20ccm. 5cem Acetonleberextrakt 
wurden zusammen mit 10 ccm Pufferlésung und 5ccm Guaninlésung je 
40 Minuten lang bei 40° exponiert. Als Pufferlésungen kamen in den ein- 
zelnen Versuchen ganz verschiedene Salzmischungen zur Verwendung, 
einerseits, damit die Untersuchung in verschiedenen py-Bereichen ermdg- 
licht wurde, andererseits zum Beweis dafiir, daB die ermittelte py-Aktivi- 
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tatskurve von der Art der als Puffer verwandten Anionen unabhangig ist, 
Stets wurde in ein und demselben Versuch das Puffergemisch auf gleiche 
Anionenkonzentrationen eingestellt. Die auf der Abszisse der Kurven ein. 
getragenen px-Zahlen sind elektrometrisch bei 20° an Ansatzen bestimmt, 
die genau in der oben beschriebenen Weise aus Guaninlésung, Puffergemisch 
und Enzymlésung bereitet waren. Unter den beschriebenen Versuchs. 
bedingungen ist eine wesentliche Anderung des pq durch den enzymatischen 
ProzeB der Guanindesaminierung ausgeschlossen. Bei Kurve 1, die eine Uber. 
sicht iiber das Verhalten der Guanase in einem mdglichst groBen pg-Bereiche 
geben sollte, muBten verschiedene Puffergemische zur Verwendung kommen: 
Bis px 6,8 wurde die Aciditaét mit n/10-Acetatgemischen, von px 6,8 bis px 7,2 
mit n/10-Phosphatmischungen nach Sérensen, im starker alkalischen Gebiet 
mit n/l0-Boratgemischen nach Sérensen eingestellt. In Kurve 2 wurden 
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Fig. 1. pyg-Aktivitaétskurve der Guanase. 





simtliche Punkte mit Hilfe von n/10-Boratgemischen nach Sérensen, in 
Kurve 3 mit n/16-Glykokollnatronlaugengemischen auf die gewiinschte pq-Zahl 
gebracht. 

Charakteristisch fiir den Verlauf der px-Aktivitétskurve der 
Guanase ist der steile Anstieg vom schwach-sauren Gebiet gegen 
den Neutralpunkt zu, von da ab ein flacherer, aber deutlicher 
Anstieg bis zur Erreichung des Optimums etwa bei px 9,2 und 
der ziemlich flache Abfall im stiarker alkalischen Gebiet. Der 
Verlauf der Kurve zeigt also, daB man zur Anstellung von Ferment- 
versuchen mit Guanase einen weiten px-Bereich zur Verfiigung 
hat, innerhalb dessen das Enzym mit nahezu gleicher Intensitit 
wirkt. Die Experimente der vorliegenden Arbeit sind im allgemeinen 
bei einem px von 8,7 angestellt, der durch Zusatz eines Ge- 
misches von 7 Teilen n/10-Boratlésung nach Sérensen und 
8 Teilen n/10-Salzsiure erreicht wurde. Auf diese Weise wurde in 
einer bei dem flachen Kurvenverlauf geniigenden Nahe des px- 
Optimums gearbeitet, ohne jedoch in die Gefahr zu kommen, dab 
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die Guanase durch eine zu starke Alkalitaét im Verlaufe des Ver- 
suches zerstoért wird, was nach besonders angestellten Versuchen 
in der Nahe von pw 10 der Fall ist. 

Kinetik der Guanase. Versuchstechnik: 35 com Enzymlésung und 
70 cem des Boratsalzsiurepuffers vom px 8,7 werden mit 35 ccm Guanin- 
jésung bei 40° exponiert. In genau bestimmten Zeitabsténden werden je- 
weils 20 ccm des Hauptansatzes und des Kontrollansatzes mit der Pipette 
entnommen und in 4ccm 4°/,iger Salzsiure einpipettiert. In den ent- 
nommenen Fliissigkeitsproben wird das Ammoniak bestimmt. Es sei be- 
merkt, daB der an sich geringe Ammoniakgehalt der Kontrollansatze sich 
im Verlauf des Versuches kaum dndert. 

Tab. 1 zeigt das Ergebnis eines solchen Versuches. 

In Kolonne 8 der Tabelle sind die Quotienten aus Ammoniak- 
menge und der in Minuten gemessenen zugehérigen Expositions- 
zeit, also die Geschwindigkeit der Ammoniakbildung in dem ent- 
sprechenden Zeitintervall des Versuches eingetragen. Man sieht, 
daB die pro Minute zu den verschiedenen Versuchszeiten aus 
Guanin abgespaltenen Ammoniakmengen sich im Verlaufe des 
Versuches nur wenig andern. Bis zu einem Spaltungsgrad von 
51,3°/, (Horizontalreihe 4) schwanken die Werte der auf die Minute 
umgerechneten Ammoniakbildung zwischen 0,0065 und 0,0064 mg, 
bleiben also praktisch konstant; auch in den spateren Stadien 
der Versuche sinkt die Desaminierungsgeschwindigkeit nur wenig 
ab und betrigt z. B. bei einem Spaltungsgrad von 80,2°/, (Hori- 
zontalreihe 7), wenn man die zu dieser Zeit entstandene Ammoniak- 
menge durch die zugehérige Expositionszeit dividiert, noch 
0,0061 mg. Es mu8 allerdings betont werden, da8 man fiir die 
spiteren Versuchsintervalle, wo die Reaktionsgeschwindigkeit ab- 
nimmt, einen Fehler begeht, wenn man die im vorhergehenden 
von mir angewandte Berechnungsmethode benutzt. Theoretisch 
richtiger wire es vielmehr, die Differenz der zu zwei aufeinander- 
folgenden Zeitpunkten abgespaltenen Ammoniakmengen durch 
die Zahl der zu diesen Zeitpunkten verflossenen Minuten zu divi- 
dieren. Fiihrt man diese Berechnungsweise fiir das letzte Ver- 
suchsintervall durch, dessen Ergebnisse in Horizontalreihe 6 und 7 
der Tabelle wiedergegeben sind, so errechnet sich statt der in 
Kolonne 8 in Horizontalreihe 7 eingetragenen ,,mittleren‘’ Reak- 
tionsgeschwindigkeit von 0,0061 mg eine solche von 0,0046 mg. 
In den ersten Stadien des Versuches schwanken die ,,wahren", 
von Intervall zu Intervall berechneten Reaktionsgeschwindigkeiten 
jedoch um nicht viel gréBere Betrige, als die mittleren Reak- 
tionsgeschwindigkeiten. Wahrend diese zwischen Werten von 0,0064 
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und 0,0065 mg liegen, betragen die Grenzwerte der ,,wahren‘ 
Geschwindigkeiten 0,0063 und 0,0067 mg. Da die Fehlerbreite 
bei der Berechnung der ,,wahren‘‘ Reaktionsgeschwindigkeiten, be; 
denen stets 2 Differenzwerte zugrunde gelegt werden, eine viel 
groBere ist als bei der Berechnung der ,,mittleren‘‘ Reaktions. 
geschwindigkeiten, stimmen die Werte der ,,wahren‘‘ Geschwindig- 
keiten trotz der etwas gréBeren Schwankung geniigend iiberein, 
um die Behauptung zu rechtfertigen, daB die Reaktionskurve der 
fermentativen Guanindesaminierung bis zu einem Spaltungsgrad 
von etwa 50°/, eine geradlinige ist. 

EKinige Bemerkungen iiber die theoretische Deutung des 
geradlinigen Reaktionsverlaufes finden sich an einer spateren 
Stelle der vorliegenden Arbeit. 




















Tabelle 1. 
2 aa a es ee 
E ti .. | mg Ammoniak Ammoniak- 
1 xpositionszeit niin ican mg Ammoniak bildung in °/, der 
in Minuten bil pro Minute gesamten abspalt- 
gebildet baren Menge 
2 10 0,065 0,0065 17,1 
3 20 0,128 0,0065 33,6 
4 30 0,195 0,0064 51,3 
5 40 0,243 0,0061 64,0 
6 45 0,282 0,0063 74,2 
7 50 0,305 0,0061 80,2 














Quantitative Bestimmung der Guanase. Die Beziehung 
zwischen Expositionszeit und Ammoniakbildung kann als Grund- 
lage fiir die quantitative Bestimmung der Guanase dienen. In be- 
sonderen Versuchen wurde festgestellt, daB die fermentative 
Ammoniakbildung in der Zeiteinheit weitgehend unabhangig vom 
Lésungsvolumen wie von der absoluten Substratmenge ist. Bei 
der Ausarbeitung einer Wertbestimmung der Guanase bleibt also 
ein weiterer Spielraum fiir die Wahl der Standardbedingungen. 

Beziehung zwischen Menge und Wirkung der Guanase. 
Der geradlinige Verlauf der fermentativen Guanindesaminie- 
rung wihrend der ersten 50°/, der Spaltung l48t die innerhalb 
dieser Grenzen in der Zeiteinheit gebildete Ammoniakmenge als 
das geeignete MaB fiir die Enzymaktivitaét erscheinen. Um die 
Abhingigkeit der Aktivitét von der Enzymmenge zu untersuchen, 
wurden verschiedene Extraktmengen mit Wasser auf ein Volumen 
von 8 ccm aufgefiillt und jeweils nach Zugabe von 10 cem des 
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iiblichen Boratpuffergemisches und 5 ccm Guaninlésung bei 40° 
3() Minuten lang exponiert. In Tab.2 ist das Ergebnis eines 
derartigen Versuches dargestellt. 

















Tabelle 2. 
1 | 2 | 3 z= : eee 
; mg Ammoniak | NH,-Bildung 
-— Enrym “| aus Guanin pro 1 ccm Bemerkungen 
lésung gebildet Enzymlésun 
; Fermentlésung: Aceton- 
9 0.361 0.120 leberextrakt 1:20 
’ Gesamtvolumen jedes An- 
satzes: 18 ccm 
2 0,238 0,119 Pufferung: 10 ccm n/10- 
Boratgemisch (7 Tle. Bor- 
l 0,113 0,113 ss ping Tle. Salz- 
Substrat: 5 ccm Guanin- 
0,5 0,0595 0,119 lésung 
} Exposition: 30 Min. b. 40° 

















In Vertikalreihe 8 der Tabelle ist die zu jedem Ansatz unter 
der Annahme von Proportionalitét zwischen Enzymmenge und 
Desaminierungsgeschwindigkeit die durch 1 com Enzymlésung ge- 
bildete Ammoniakmenge in Milligramm berechnet. Man sieht bei 
dem Vergleich der in Vertikalreihe 3 wiedergegebenen Werte, daB 
die fiir die Wirkung von 1 cem Enzymlésung berechneten Ammo- 
niakmengen gut miteinander und mit der experimentell bei Gegen- 
wart von 1cem Enzymldsung bestimmten Ammoniakmenge 
iibereinstimmen. Wéahrend der experimentell bestimmte Wert bei 
Anwesenheit von 1 com Enzymlésung 0,113 mg betriigt, errechnet 
sich aus den bei Zugabe anderer Enzymmengen bestimmten 
Ammoniakwerte eine Ammoniakbildung von 0,119 mg pro Kubik- 
zentimeter Enzymlésung. 


Quantitativer Vergleich der Wirkungen verschie- 
dener Guanasepraparate. Nachdem festgestellt war, daB die 
Aktivitét einer bestimmten Guanaseliésung in einfacher Beziehung 
zu der relativen Menge des zugesetzten Fermentes steht, muBte 
noch untersucht werden, ob auch ein quantitativer Vergleich 
zwischen Guanasepriparaten verschiedener Herkunft und ver- 
schiedenen Reinheitsgrades auf dieser Grundlage médglich ist. 
Denn nach den Untersuchungen von R. Willstatter und seinen 
Schiilern’) war durchaus mit der Moéglichkeit zu rechnen, daf 
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Verschiedenheiten des Milieus, die die Enzymaktivitat beein. 
flussen und die durch die Herkunft und Praparationsweise dey 
Enzymlésungen bedingt sind, nicht durch die kiinstlich her. 
gestellten Versuchsbedingungen ausgeglichen werden. Die Uber. 
legung, auf Grund deren ich die Méglichkeit eines quantitativen Ver. 
gleiches zwischen verschiedenen Guanasepriparaten experimente|] 
zu beweisen versucht habe, ist sehr einfach: Wenn man bestimmte 
Mengen zweier Enzymlésungen mischt, so mu8B die Wirksamkeit 
dieses Gemisches gleich der Summe der getrennt bestimmten 
Wirksamkeiten der Einzelkomponenten sein, falls das Milieu 
keinen stérenden EinfluB ausiibt. Denn es ist wohl kaum anzu- 
nehmen, daB etwaige hemmende oder fordernde Einfliisse auf die 
Enzymaktivitét, die in den beiden Enzymlésungen vorhanden 
sind, sich bei der Mischung der Lésungen in einfacher additiver 
Weise superponieren. Die Versuche wurden in der Weise durch- 
gefiihrt, daB von den zwei zu priifenden Enzymldésungen je 2 ecm 
mit je 10 cem des wblichen Boratpuffers und je 5 cem Guanin- 
l6sung exponiert wurden; auBerdem wurde ein Gemisch von 1 ccm 
der einen und 1cem der zweiten Fermentlésung in gleicher Weise 
behandelt. Das Ergebnis eines solchen Versuches ist in Tab. 3 
wiedergegeben. Zum Verstandnis dieser Tabelle méchte ich be- 
merken, daf ich als Guanaseeinheit diejenige Fermentmenge be- 
zeichne, die in einem Gesamtvolumen von 20 cem bei Anwesen- 
heit von 10 ccm Boratsalzsiurepuffer von px 8,7 nach Sérensen 
(7 Teile n/10-Boratlésung nach Sérensen, 8 Teile n/10-Salz- 
siure) aus 5 cem der in der oben beschriebenen Weise _her- 
gestellten Guaninlésung bei 40° in 30 Minuten 0,01 mg Ammo- 


Tabelle 38. 














.q@* + * 4 
mg NH, aus Anzahl 
eee ; Guanin Guanase-Ein- Bemerkungen 
priparat gebildet _| heiten (Gi.N.E.) 








Lésung A und B_ wurden 
2ccm Lsg. A 0,268 26,8 in der gleichen Weise aus 
zwei verschieden. Lebern 
hergestellt (als Aceton- 


2ccm Lsg. B 0,199 19,9 loberextnakkte) 
‘Ansaitze: 2ccm Ferment- 
a eT gefunden: gemessen : lésung, 10 cem n/10-Bo- 
seit ° 0,238 23,8 ratpuffer (px 8,75), 5 ccm 

, berechnet: berechnet : Guaninlésung 














locm Leg. B 0,234 23,4 Exposition: 30 Min. b. 40° 
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niak abspaltet. Diese Definition ist giltig bis zu einer fermen- 
tativen Ammoniakbildung von 50°/, der maximal mdglichen. 
Man sieht, daB die in einem Gemisch zweier Rohextrakte ver- 
schiedener Herkunft unter den oben beschriebenen Bedingungen 
bestimmte Fermentmenge mit der Summe der in den Kompo- 
nenten des Gemisches bestimmten Fermentmengen iiberein- 
stimmt. Das gleiche Ergebnis hatten Versuche, die mit einem 
Gemisch aus einem Rohextrakt und einer auf einer spiter be- 
schriebenen Weise gereinigten Enzymldsung angestellt wurden. 


2, Die Wirkungen der rohen Leberextrakte auf andere 
Substrate als Guanin. 


In weiteren Experimenten, die ich zum Teil in Gemeinschaft 
mit Herrn cand. med. E. Engel unternommen habe, wurde die 
Untersuchung auf Ammoniakbildung auf eine gréBere Anzahl von 
Substanzen mit priméren Aminogruppen ausgedehnt. Zur Dar- 
stellung der Substrate bediente ich mich bei der Guanylsiure der 
einfachen Methode von H. Steudel und E. Peiser®) bei der 
Hefeadenylsiure und Cytosylsiure der Methode von W. Jones 
und M. E. Perkins?®), beim Adenin*) der von P. A. Levene?!) 
beschriebenen Darstellungsweise durch Hydrolyse von Hefe- 
nucleinséure mittels methylalkoholischer Salzsiure, beim Adenosin, 
Guanosin und Cytidin des bekannten Verfahrens nach Levene??), 
beim Cytosin der ausgezeichneten Synthese, die von Wheeler 
und Johnson?) ausgearbeitet worden ist. Was die Darstellung 
der Nucleoside betrifft, so sei nur bemerkt, daB es unbedingt er- 
forderlich ist, den Kessel des Autoklaven nach der Vorschrift von 
P. A. Levene in ein Olbad zu versenken, da nur bei genauer Ein- 
haltung der Temperaturvorschriften gute Ausbeuten erzielt werden. 

Bei der Untersuchung der Einwirkung von Leberextrakt auf 
die verschiedensten Aminosduren, Saiureamide und Basen, die ohne 
besondere Pufferung an Aquivalenten, 4,4mg Guanin ent- 
sprechenden Substanzmengen mit jeweils 5 cem Enzymldsung in 
einem Gesamtvolumen von 10 cem durchgefiihrt wurde, hat sich 
ergeben, daB ausschlieBlich Nucleinséuren und deren Spaltprodukte 
angegriffen wurden. Folgende Substanzen wurden mit giinzlich 
negativem Erfolg der Einwirkung der Leberextrakte unterworfen: 
Glykokoll, d-Alanin, 1-Leucin, d,l-Isoleucin, d,l-Norleucin, |-Cystin, 


*) Bei der Zersetzung des Adeninpikrats habe ich mit groBem Vorteil 
zum Ausschiitteln der Pikrinséure statt des gewéhnlich empfohlenen Athers 
das urspriinglich von Kriiger benutzte Toluol angewandt. 
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Cystein, d,l-Phenylalanin, 1-Tyrosin, 1|-Tryptophan, 1-Histidip. 
chlorid, 1-Prolin, d-Lysin, d-Arginin, d,l-Asparaginsaéure, d-Glut. 
aminsiure, ]-Asparagin, Glutamin, Taurin, Guanidin, Kreatin, 
Kreatinin. 

Von den als Spaltprodukte der Nucleinséuren im Tierkérper 
sich findenden Basen Guanin, Adenin und Cytosin wird jn 
der freien Form nur das erste desaminiert. Adenin und Cytosin 
dagegen, die ihre Aminogruppe an dem C-Atom 6_ besitzen, 
werden auch nicht spurenweise angegriffen. Dagegen werden 
durch das gleiche Fermentextrakt simtliche bekannten, natiir- 
lichen Pentoseverbindungen dieser 8 Substanzen mehr oder weniger 
intensiv desaminiert. Die Cytosylséiure wird nur in sehr geringem 
MaBe angegriffen, wihrend die wbrigen Nucleinséurederivate in 
intensiver Weise unter dem EinfluB des Fermentes Ammoniak 
bilden. 

3. Wirkungsbedingungen der Guanosin- und 
Adenosindesaminase. 

Bevor die Reinigung und die Trennung der Guanase von 
anderen Enzymen beschrieben werden kann, mu8 auf die Wir. 
kungsbedingungen dieser anderen Enzyme eingegangen werden. 
Dabei sollen zunaichst nur die Desaminasen der Purinnucleoside 
beriicksichtigt werden, wahrend die Bedingungen des fermen- 
tativen Abbaues der Nucleinsdéuren erst in einem spéteren Kapitel 
ihren Platz finden. 

Das px-Optimum der Guanosinspaltung. Die Ver- 
suchstechnik entsprach ganz der bei der Guanase angewandten. 
Die in Fig. 2 wiedergegebenen Kurven veranschaulichen das Er- 
gebnis der Versuche. Als Puffergemisch wurden fiir die erste 
Kurve Acetat- bzw. Phosphatgemische, fiir die zweite Glykokoll- 
Natronlaugegemische verwandt. 

Vergleicht man die Kurven der Guanosin- und Guanin- 
desaminierung, so erkennt man, daB die px-Optima in beiden eine 
sehr aihnliche Lage um den pu 9,2 besitzen, daB auch der Kurven- 
verlauf im sauren Gebiet beim Abbau der beiden Substrate groBe 
Ahnlichkeit zeigt. Nur im starker alkalischen Gebiet fallt die 
pu-Kurve der Guanosindesaminierung viel steiler ab als diejenige 
der Guanindesaminierung. Jedoch sei ausdriicklich darauf_ hin- 
gewiesen, da es nicht bewiesen ist, daB die aufgenommenen 
Kurven die wahren px-Kurven der direkten Guanosindesaminie- 
rung darstellen. Es ist vielmehr durchaus mdglich, daB ein Teil 
des gebildeten Ammoniaks durch sekundire Desaminierung von 
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aus dem Guanosinmolekiil abgespaltenen Guanin entsteht. Leider 
fehlt es im gegenwirtigen Augenblick noch an zuverlissigen 
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ner : Fig. 2. py-Aktivitétskurven der Guanosin- und Adenosin-desaminase. 


Methoden zur Bestimmung von Purinen neben Nucleosiden, so 
daB sich diese Frage vorliufig noch nicht entscheiden 1aBt.*) 


EinfluB der Fluorionen auf die fermentative 
Desaminierung des Guanins und des Guanosins. 


In der BeeinfluBbarkeit durch Fluorionen kommt, wie im 
sonstigen Verhalten, eine groBe Ahnlichkeit zwischen der fermen- 
tativen Desaminierung des Guanins und des Guanosins zum Aus- 
druck. Tabb. 4 und 5 enthalten die Ergebnisse derartiger Ver- 
suche. Die Expositionszeiten betrugen beim Guanin 40 Minuten, 
beim Guanosin — entsprechend dem langsameren Verlauf der 
Ammoniakabspaltung — 2 Stunden. Man sieht, daB Fluorid in 
allen Konzentrationen hemmt, daB jedoch zur nahezu volligen 
Unterdrickung der Fermentwirkung relativ hohe (n/6) Konzen- 
trationen erforderlich sind. In diesem Punkt zeigt die Desaminie- 
rung der phosphorfreien Spaltprodukte der Guanylsdure ein ganz 
anderes Verhalten wie der Abbau des Guaninrestes im Guanyl- 
siuremolekiil selbst (vgl. Tab. 12). 

Die Gegenwart von Gelatine in den Guaninlésungen ist fiir 
die Fluoridwirkung nicht von wesentlicher Bedeutung. 


a Die px-Aktivitatskurve der Adenosindesaminierung. 


Die Untersuchungstechnik entsprach genau derjenigen, die 
bei der Feststellung der pu-Aktivititskurve der Guanosindesami- 
nase angewandt wurde. Die Adenosinlésung enthielt 8,0 mg 
Adenosin in 5 cem, das Gesamtvolumen der Ansiitze betrug 18 ccm, 
die sich aus 3cem Fermentlésung, 10 cem n/5-Phosphatpuffer 


i] *) Die Ausarbeitung derartiger Methoden ist inzwischen von mir in 
Angriff genommen worden. 
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Tabelle 4. 
ae eo oe ee ee 
Nummer | Flyorid- |™8NHagebildetaus 
1 : a Bemerkungen 
Datum konzentr.}| Guanin | Guanosin 
2 — 0,391 0,149 |, In dem Ansatz mit Guanin 
| waren als Schutzkolloid 
3 1/1. 17.1.307] n/400 0,259 0,136 noch 0,083°/, Gelatine, 
| die in dem Ansatz mit 
4 n/600 0,348 0,141 Guanosin fehlten 
r 7 _ 0.170 Der Vers. wurde mit und 
' a 95.7.30 ail ohne Zus. von Gelatine 
P 5.7. 2/400 " 0.119 angestellt u. hatte in beid. 
oc Fallen dieselben Ergebn. 
7 | coe 0,092 0,17 In d. Ansatzen mit Guanin 
i . » und Guanosin wurden 
8 8. 5.9. 30 n/200 0,054 0,097 dieselb. Gelatinemengen 
| n/400 | 0,064 | 0,097 |) 7usesetat 
10 — 0,197 0,240 
11 |) 4. 6.9.30 | n/200 0,117 0,162 | Desgl. 
12 n/400 0,145 0,204 
Tabelle 5. 
1 2 - | 3 4 
, Nummer NaF- mg Ammoniak gebildet aus 
Datum Konzentration Guanin | Cleamesin i 
2 — 0,467 
3 n/6 0,008 
4 1. 13.1.30 n/12 0,034 
5 n/30 0,129 
6 — 0,399 0,187 
7 n/30 0,123 0,068 
8 2. 13. 1.30 n/60 0,238 0,145 
9 n/120 0,366 0,169 














nach Sdérensen und 5 cem Substratlésung zusammensetzten. Die 
Expositionszeit betrug 40 Minuten. Die Ergebnisse eines solchen 
Versuches sind in Fig. 2 kurvenmaiBig wiedergegeben, in der auf 
den Ordinaten die abgespaltenen Ammoniakmengen, auf den 
Abszissen die pu-Zahlen eingetragen sind. Die Kurve zeigt ein 
Aktivitatsoptimum, das zwischen px 5,50 und px 6,65 bei einem 














_ jenige Enzymmenge, die in 60 Minuten aus 8,0 mg Adenosin bei 
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pu von 6,20 liegt. Im starker alkalischen Gebiet fallt die Wirk- 
samkeit steiler ab als in der unmittelbaren Nihe des Optimums. 


Zur Kinetik der fermentativen Adenosindesaminierung. 

Von der Wiedergabe der systematischen Versuche, die ich 
iiber die Beziehungen zwischen Expositionszeit und Ammoniak- 
entwicklung bei der Adenosindesaminierung angestellt habe, kann 
abgesehen werden, da die Ergebnisse den bei der Guanindesami- 
nierung gewonnenen Erfahrungen véllig entsprechen. Auch die 
Desaminierung des Adenosins ist in ihrem Verlauf weitgehend un- 
abhingig von Loésungsvolumen und Substratkonzentration. Die 
Versuche zeigten z. B. bei einer Steigerung der Adenosinkonzen- 
tration auf das 5fache eine Zunahme des abgespaltenen Ammo- 
niaks von nur 10°/o. 

Die Desaminierungskurve des Adenosins in Abhangigkeit von 
der Zeit verliuft wie die des Guanins bis zu einem Spaltungsgrad 
von 50°/, geradlinig. 

Betrachtet man die im vorgehenden geschilderten Erfahrungen, 
iiber die Kinetik der Guanin- und Adenosindesaminase zusammen- 
fassend, so fallt auf, daB diese chemisch-dynamisch so einfachen 
Prozesse unter der Einwirkung der Leberenzyme nicht nach der 
monomolekularen Gleichung verlaufen, sondern da8 die Reaktions- 
kurve dieser Prozesse eine geradlinige ist. Diese Tatsache, sowie 
der sehr geringe EinfluB ganz bedeutender Erhéhungen der Sub- 
stratkonzentration oder der absoluten Substratmenge auf die 


| Desaminierungsgeschwindigkeiten erscheint am besten durch die 
| Annahme vereinbar, daB die Affinitét der Enzyme zu ihren Sub- 
| straten eine sehr groBe ist. So kénnte, unabhingig von der Sub- 


stratkonzentration und wahrend der ganzen Dauer des Desami- 


' nierungsvorganges praktisch in jedem Augenblick die gesamte 
| Enzymmenge an das Substrat gebunden sein und daher die stets 


in gleicher Konzentration vorhandene Enzymsubstratverbindung 


_ mit konstanter Geschwindigkeit zerfallen. Die Regeln des che- 


mischen Gleichgewichtes kénnten also in diesen Fallen nicht auf 
den Vorgang der Enzymsubstratbindung angewendet werden. 


Bestimmung der Adenosindesaminase. 

Die Versuche ergaben Proportionalitaét zwischen Enzymmenge 
und der unter bestimmten Bedingungen gemessenen Ammoniak- 
bildung in der Zeiteinheit. 

Die Adenosindesaminaseeinheit wird daher definiert als die- 
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einem Gesamtvolumen von 20 ccm, in dem 10 ccm eines n/5- 
Phosphatpuffers von px 6,2 (8 Teile primaires Kaliumphosphat und 
2 Teile sekundires Natriumphosphat) enthalten sind, 0,01 mg 
Ammoniak abspaltet. Es diirfen nicht mehr als 50°/, des Sub. 
strates desaminiert werden. 


4. Die Spezifitét der den Guaninkern desaminierenden 
Fermente. 


Wie oben gezeigt worden ist, vermégen wabrige Acetonleber- 
extrakte alle bekannten Pentosederivate der 3 Basen Guanin, 
Adenin und Cytosin, sowie freies Guanin mehr oder weniger intensiyv 
zu desaminieren. Diese Desaminierungsvorginge kann man vor- 
liufig in 2 Gruppen einteilen: solche, bei denen eine direkte Des- 
aminierung als sicher gestellt gelten kann und solche, bei denen 
die Ammoniakabspaltung méglicherweise erst nach Ablauf anderer 
chemischer Vorginge am Substrat stattfindet. Zu den primiren 
Desaminierungsvorgingen gehért die Ammoniakabspaltung aus 
Guanin, ferner aus Adenosin und Cytidin, da ja die basischen Teile 
dieser Nucleoside in freiem Zustand nicht angegriffen werden. 
Dagegen k6énnte der Desaminierung des Guanosins wenigstens 
zum ‘Teil die Spaltung dieses Molekiils in Guanin und Kohlehydrat 
vorausgehen, und die Untersuchung der an den Nucleinsauren 
sich abspaltenden Desaminierungsvorginge wird vollends dadurch 
erschwert, daB man sowohl die Abspaltung von Purin, wie die von 
Phosphorséure ausschlieBen mu8, um eine primaére Desaminierung 
des Nucleinséuremolekiils zu beweisen. 

Ks lassen sich nun leicht aus den rohen Leberextrakten Enzym- 
losungen gewinnen, die Guanin, Guanosin und Adenosin noch 
wirksam zu desaminieren vermégen, die aber die Nucleinsiuren 
und meistens auch Cytidin nicht mehr oder nur spurenweise 
angreifen.*) 

Diese Trennungsmethode beruht auf der Adsorption der Roh- 
extrakte mit Tonerde und der Elution des Adsorbates mit sekun- 
direm Natriumphosphat. Die Adsorption mit Tonerde erfordert 
eine gewisse Vorreinigung des Acetonleberextraktes, durch die 
hauptsichlich Phosphorsiéure entfernt wird. Die Vorbehandlung 


*) Im folgenden werde ich diese Desaminasen des Adenosins, Guanins 
und Guanosins der Kiirze halber als eluierbare Desaminasen zusammenfassend 
bezeichnen. 
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hesteht in der Adsorption des Rohextraktes mit Eisenhydroxyd. 
Zu Beginn der Untersuchung habe ich hauptsichlich kolloidale 
Risenhydroxydlésung (Merck) verwandt, von der dem Extrakt 
1, bis 1/99 seines Volumens tropfenweise zugesetzt wurde. Die 
kolloidale Eisenl6sung 1iBt sich zwar bei klaren, stark gefiirbten 
Extrakten mit groBem Vorteil anwenden. Bei schwach gefiirbten 
und bei opalescenten Ausgangslésungen verliert man _ jedoch 
hiufig sehr viel von den eluierbaren Desaminasen. AuBerdem 
muB man fiir jedes neue Extrakt diejenige Kisenhydroxydmenge 
durch Ausprobieren feststellen, die gerade noch keinen merklichen 
Verlust an Guanase verursacht. Aus diesen Griinden verwende 
ich nunmehr im allgemeinen ein nach der Vorschrift von Will- 
stitter, Kraut und Fremery*™) gefilltes Hisenhydroxyd, 
welches zwar eine weit schwichere Adsorptionskraft besitzt, als 
die kolloidale Eisenlésung, aber fiir den Zweck der Vorreinigung 
ceniigt, und dessen Anwendung selten gréBere Verluste an eluier- 
haren Desaminasen zur Folge hat. Bei ausschlieBlicher Anwendung 
des Willstatterschen Eisenhydroxydpraparates verwirft man am 
besten stark rot gefiirbte Extrakte von vornherein und beschriinkt 
sich auf die Verarbeitung der gewodhnlich erhaltenen briunlichen 
oder — im Winter — opalescenten Rohlésungen. Die Anwendung 
des gefillten Eisenhydroxyds geschieht in der Weise, da man 
der Kxtraktmenge 1/; ihres Volumens Eisenhydroxyd tropfenweise 
zusetzt (Trockenriickstand der EHisenlésung 2,55°/,, ‘Trocknung 
bei 100°). Doch braucht man mit dem Zusatz nicht besonders 
vorsichtig zu sein, da erst bei einem groBen EiseniiberschuB erheb- 
liche Fermentverluste eintreten.*) 

Die vom Eisenadsorbat abzentrifugierte Restlésung, die noch 
siimtliche desaminierende EKigenschaften des Rohextraktes in nur 
wenig verminderter Starke aufweist, wird nun mit einer 1/,; ihres 


*) Fiir bestimmte weiter unten behandelte Aufgaben wird die Vor- 
reinigung der Rohextrakte besser durch Ausfaillung der Hauptmenge an- 
organischer Phosphorsiure mittels Bleizucker und durch nachfolgende Kaolin- 
adsorption vorgenommen. Technisch geht man so vor, daB waBrige Roh- 
extrakte aus frischen Lebern tropfenweise mit 1°/,iger, frisch bereiteter 
Bleizuckerlésung unter starkem Umschiitteln versetzt werden, bis eine Probe 
der zentrifugierten Fliissigkeit auf weiteren Bleizuckerzusatz nur noch eine 
schwache, aber deutliche Triibung zeigt (auf 100 ccm Rohextrakt braucht 
man gewodhnlich 15—30 ccm Bleizuckerlésung). Dann wird der Bleinieder- 
schlag abzentrifugiert und die Flissigkeit mit einer 4/,) ihres Volumens 
entsprechenden Menge 10°/,iger Kaolinsuspension versetzt. Die vom Kaolin 
abzentrifugierte Restlésung dient zu weiteren Reinigungsversuchen. 
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Volumens entsprechenden Menge einer C,-Tonerdesuspension nach 
Willstatter , Kraut und Erbacher") tropfenweise versetzt, 
Die abzentrifugierte Restlésung iibt héchstens noch Spuren yon 
desaminierender Wirkung auf irgendwelche Nucleinsaéuren oder 
deren Derivate aus. Verreibt man das mit Wasser einmal auf der 
Zentrifuge gewaschene Adsorbat mit einer dem halben Volumen 
der Eisenrestlésung entsprechenden Menge einer etwa n/5-Natrium- 
phosphatlésung, so eluiert man dadurch die gesamte Menge der 
iiberhaupt eluierbaren Guanase. Kine zweite Elution des nach der 
ersten ausgewaschenen Adsorbates hat keine Wirkung mehr auf 
Guanin. 

Die Priifung der Elution wurde in folgender Weise vor- 
genommen: Die Elution wurde mit 20°/,iger Essigsiure neutrali- 
siert, bis blaues Lackmuspapier gerade eben gerétet wurde; 5 cem 
der neutralen Fliissigkeit wurden mit 10 cem Wasser und 5 cen 
Substratlésung wahrend 80 Minuten exponiert. 


* Tabelle 6. 


resis veqpewveityr, fF} 6 





















































ta mg Ammoniak gebildet aus 
2 Gage santaiads cli eabaniaiag ilies 

~ _N Muskel- Hefe- Bemerkun en 
= Guanin ene Adeno- Guanyl- adenyl- | adenyl- “ 
1 | 0,235 0,425 | 0,008 | 0,041 | 0,044 Exposit.: Guanin 
2 | 0,203 0,430 | 0,009 | 0,021 0,009 30 Min.; alle iibrig. 
3 | 0,187 | 0,417 | 0,391 | 0,005 0,008 Ansatze 3 Stdn. 


Die Versuche iiber die Spezifitaét derartiger Elutionen sind in 
Tab. 6 zusammengestellt. In den Vertikalreihen 2—7 sind die 
Ammoniakmengen verzeichnet, die aus Guanin, Guanosin, Adenosin 
und (Guanylsiure, Muskel- und Hefeadenylsiure abgespalten 
wurden. Es sei bemerkt, daB simtliche Verbindungen in fqui- 
molekularen Mengen zugesetzt wurden. Man sieht, da Guanin 
und die beiden Nucleoside intensiv desaminiert werden. In Ver- 
such 3 betrigt z. B. die Ammoniakbildung aus Guanin 0,187 mg, 
aus Guanosin 0,417 mg, aus Adenosin 0,391 mg. Die Nucleotide 
hingegen werden in der Expositionszeit von 3 Stunden kaum an- 
gegriffen. Im Versuch 3 entstehen aus Guanylsiure 0,005 mg, aus 
Hefeadenylsiure 0,008 mg Ammoniak. Die Desaminierung der 
Muskeladenylsiure ist etwas stirker als die der beiden anderen 
Nucleotide; sie betrigt in Versuch 1 0,04 mg, in Versuch 2 
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0,021 mg, also in Versuch 1 héchstens 9,6°/,, in Versuch 2 héchstens 
4,9°/, der in den entsprechenden Versuchen aus Adenosin ab- 
cespaltenen Menge. Dabei ist noch die Méglichkeit einer primiren 
Phosphorséiureabspaltung zu bericksichtigen. Wahrscheinlich ist 
im Vergleich zum Adenosin die Desaminierung der Adenylsiure 
aber noch geringer, da das Nucleosid beim AbschluB der Exposition 
in den Versuchen 1 und 2 schon fast quantitativ desaminiert und 
dieser Spaltungsgrad wahrscheinlich schon in einem friheren 
Expositionsstadium erreicht war. 

Durch die Adsorption mit Aluminiumhydroxyd in der be- 
schriebenen Ausfiihrung gelingt auch die Trennung der Guanase 
und Adenosindesaminase von der Cytidindesaminase in den meisten 
Fallen fast vollstandig. Noch besser reproduzierbar sind die 
Resultate, wenn man statt der waBrigen Acetonleberextrakte 
Glycerinextrakte aus frischem Leberbrei benutzt. Zur Adsorption 
wird das Glycerinextrakt ohne jede Vorbehandlung mit dem 
5fachen Volumen Wasser verdiinnt und die so gewonnene Lésung 
mit dem 1/,) ihres Volumens entsprechenden Volumen Tonerde- 
suspension durch allméhlichen Zusatz unter starkem Schiitteln 
adsorbiert. Das Adsorbat wird nach Waschen mit Wasser in der 
schon beschriebenen Weise eluiert. Von dem Elutionsmittel 
wendet man das der angewandten Extraktmenge entsprechende 
Volumen an. Die Prifung der Elution erfolgt nach Neutralisation 
durch gesattigte primére Kaliumphosphatlésung. Die Resultate 
der Versuche mit Glycerinextrakten sind in Tab. 7 niedergelegt. 
Vergleichsversuche mit den Rohextrakten sind hierbei nicht aus- 
vefiihrt worden, doch spalten nach meinen Erfahrungen alle Roh- 
extrakte aus Cytidin erhebliche Ammoniakmengen ab. 


Tabelle 7. 
. 2. *+. & *& § 5 
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mg Ammoniak gebildet aus 
= i Fermentlésung 


Guanin Adenosin Cytidin 


Laufende 
' Nummer 


| Glycerinextrakt mit dem 
1 0,495 0,004 gleichen Vol. H,O verdiinnt, 
| m. Al(OH), adsorb., eluiert 


Glycerinextrakt mit dem 
10-fachen Vol. H,O verd., 


2 0,348 0,454 0,013 
m. Al(OH), adsorb., eluiert 

















3 | 0441 | 0,495 | 0,009 | “a! 
14* 
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Man sieht, daB von den Elutionen Guanin und Adenosin in 
intensiver Wéise desaminiert werden, wihrend aus Cytidin nur 
noch Spuren von Ammoniak entstehen. 

Als besonders bemerkenswert erscheint die Tatsache, daf 
das Adenosin und das Cytidin, die beide die Aminogruppe am 
gleichen C-Atom des Pyrimidinringes tragen, den gereinigten 
Enzymlésungen gegeniiber ein so gegensiitzliches Verhalten zeigen. 
In einer gewissen Parallele dazu steht die Unangreifbarkeit des 
Guanidins und des Arginins durch die Guanase. Gerade die Purin- 
fermente geben besonders deutliche Beispiele dafiir, daB nicht 
nur die konstitutive und konfigurative Stellung der anzugreifenden 
Gruppe selbst, sondern auch der Bau anderer Teile des Substrat- 
molekiils fiir die Fermentwirkung von wesentlicher Bedeutung ist. 
Die Guanaseausbeute bei der Reinigung der Rohextrakte 
durch Tonerdeadsorption ist in den meisten Fallen eine reclit 
befriedigende. Die Verluste betragen meist weniger als 20°/). 


Spezifitaét der eluierbaren Desaminasen. 

Kine vollstindige Trennung der 38 Fermentwirkungen, die der 
nach der oben gegebenen Vorschrift hergestellten Elution eigen 
sind, naimlich der Desaminierung des Guanins, Guanosins uni 
Adenosins, ist mir bisher nicht gelungen. Es ist mit den bisher 
angewandten Methoden nicht mdéglich, die Desaminierung des 
Guanins von der des Guanosins zu trennen. Diese beiden Ferment- 
wirkungen weisen ttberhaupt in mancher Hinsicht (px-Aktivitiits- 
kurve, Fluoridhemmung) so groBe Abhnlichkeiten auf, daB man 
daran denken kann, fiir die beiden Enzymwirkungen denselben 
Katalysator verantwortlich zu machen. Auch scheint das Ver- 
haltnis der Enzymaktivitéten bei der Guanin- und Guanosin- 
spaltung in Fermentlésungen verschiedener Herkunft und ver- 
schiedenen Reinheitsgrades ein annihernd konstantes zu sein, 
wenngleich ich exakte Versuche hieriiber noch nicht angestellt 
habe; es erschien als zwecklos, eine Bestimmung der Guanosin- 
desaminase auszuarbeiten, solange man noch nicht die Méglich- 
keit hat, die primére Abspaltung von freiem Guanin aus dem 
Guanosin auszuschlieBen oder quantitativ zu verfolgen. 

Wahrend also kein Anhaltspunkt dafiir besteht, die des- 
aminierenden Wirkungen der Leberextrakte auf Guanin und 
Guanosin zwei verschiedenen Fermenten zuzuschreiben, gelingt ¢s 
auf einfache Weise, die Adenosindesaminase von der Guanase 
priparativ zu trennen. Die aus dem Tonerdeadsorbat gewonnene 
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Elution eignet sich nicht zu diesem Zweck, da die weitere Be- 
handlung derselben vorerst noch groBe Schwierigkeiten macht und 
stets zu starken Enzymverlusten fiihrt. Man kommt aber dadurch 
zum Ziel, daB sich die Adenosindesaminase sowohl durch saure, 
wie durch alkalische Phosphatmischungen aus dem Tonerde- 
adsorbat in Freiheit setzen laBt, wahrend die Elution der Guanase 
nur bei alkalischer Reaktion mit befriedigender Ausbeute statt- 
findet und unterhalb eines bestimmten px iiberhaupt nicht erfolgt. 
Die Schilderung eines Versuchsbeispieles soll die Eluierbarkeit der 
beiden Enzyme durch Phosphatgemische von verschiedenem pu 
veranschaulichen. Das aus 80 ccm Acetonleberextrakt in der 
weiter oben beschriebenen Weise gewonnene, 2mal gewaschene 
Tonerdeadsorbat wird in 45 ccm Wasser gleichmaBig zu einer 
feinen Suspension angerieben und diese in drei gleiche Teile geteilt. 
\Nach dem Zentrifugieren werden die 3 Adsorbate mit je 15 cem der 
folgenden n/1-Phosphatgemische angerieben: 

I. Priméres Kaliumphosphat ... . . px 5,1. 

If. 12 ccm primares Kaliumphosphat 

3 ccm sekundares Natriumphosphat. py 6,2. 


III. 10,5 ccm primares Kaliumphosphat 
4,5 ccm sekundares Natriumphosphat py 6,6. 


Nach 15 Minuten langem Schiitteln werden alle Hlutionen 
abzentrifugiert und je 10 cem der Elutionen I und II dureh Zu- 
fiigen von n/1-sekundirer Natriumphosphatlosung auf eine der 
lution ITI entsprechenden Zusammensetzung gebracht ; dann werden 
die beiden so behandelten Elutionen I und II, sowie 10 cem der Elu- 
tion III durch Zufiigen entsprechender Menge des bei Elution III 
angewandten Phosphatgemisches auf Volumina von je 25 cem 
aufgefillt. Zur Priifung werden je 10 cem dieser Lésungen mit 
5eem der wblichen Guanin- bzw. Adenosinlésung versetzt und 
bei 40° 60 Minuten exponiert. Das Resultat der Versuche ist in 
Tab. 8 wiedergegeben: Stab 2, 3 und 4 enthalten die durch die 
verschiedenen Elutionen unter den geschilderten Versuchs- 
bedingungen gebildeten Ammoniakmengen; siimtliche Werte in der 
Horizontalreihe 1 sind an Guanin, in Horizontalreihe 2 von 
Adenosin gewonnen. Das wichtigste Resultat des Versuches zeigt 
cin Vergleich der in Vertikalreihe 1 erhaltenen Werte, die ein 
MaB8 der bei px 5,1 aus dem Tonerdeadsorbat elwierten Enzym- 
menge geben: Man sieht, daB aus Guanin nur eine sehr geringe 
Ammoniakmenge (0,007 mg) frei wird, die etwa 1/,, der durch 
(ie gleiche Enzymlésung aus Adenosin abgespaltenen Ammoniak- 








. 206 Gerhard Schmidt, 


Tabelle &. 


Loe 2 | 3 pa = 





NH,-Menge in mg, gebildet durch Elution 
Substrat paneiiecntnes 
eluiert bei px 5,1 | eluiert bei py 6,2 | eluiert bei py 6,6 
Gauanin. . . 0,007 0,187 0,359 
Adenosin . . 0,170 0,238 0,332 





menge betragt. Dieses Resultat hat sich in allen spiteren Ver- 
suchen bestatigt; eluiert man mit einem weniger konzentrierten 
(n/5)-Phosphatgemisch bei px 5,1, so weist die Elution tberhaupt 
niemals eine Wirkung auf Guanin, dagegen eine sehr betrachtliche 
auf Adenosin auf. 

Je stirker man nun den px des Phosphatgemisches nach der 
alkalischen Seite verschiebt, um so gréBer wird die Elutions- 
fihigkeit sowohl fiir die Adenosindesaminase wie fiir die Guanase. 
Wie aus Vertikalreihe 3 hervorgeht, vermag eine beim pu 6,6 her- 
gestellte Elution aus Guanin 0,359 mg, aus Adenosin 0,332 mg 
Ammoniak unter den geschilderten Versuchsbedingungen zu 
entwickeln. 

Zur Trennung der beiden Enzyme geht man daher am besten 
so vor, daB ein in der schon beschriebenen Weise aus Aceton- 
leberextrakt hergestelltes Tonerdeadsorbat zuerst mit einen 
sauren n/5-Phosphatgemisch und dann nach Waschen des <Ad- 
sorbates mit dem gleichen Phosphatpuffer mit Hilfe einer n/5-sekun- 
diren Natriumphosphatlésung eluiert wird. Die saure Lésuny 
enthailt dann einen Teil der Adenosindesaminase, ohne eine Spui 
von Guanase, wihrend in der alkalischen Elution die Guanase. 
allerdings meist mit einer kleinen, vorerst noch nicht abtrenn- 
baren Beimengung von Adenosindesaminase sich findet. 

Technik: Das Adsorbat wird mit der dem Volumen des Rohextraktes 
entsprechenden Menge eines n/5-Phosphatgemisches aus 0,5 Teilen sekundarer 
Natriumphosphat- und 9,5 Teilen primarer Kaliumphosphatlésung angerieben 
(Elution I) und nach 30 Minuten langem Schiitteln abzentrifugiert. Man 
erhalt ein farbloses, klares, sehr eiweiBarmes Zentrifugat. Das Adsorbat wird 
2mal mit der dem halben Rohextraktvolumen entsprechenden Menge de> 
sauren Phosphatgemisches auf der Zentrifuge gewaschen und der Riickstané 
mit der dem Extraktvolumen entsprechenden Menge einer n/5-Dinatrium- 
phosphatlésung angerieben. Nach 30 Minuten langem Schiitteln wird ab- 
zentrifugiert. Die so erhaltene Elution II ist je nach der Beschaffenheit des 
Rohextraktes mehr oder weniger stark gefarbt. 

Zur Prifung wird die alkalische Elution II durch Zusatz von n/1-Fssiz- 
siure, die saure durch Zusatz von gesittigter Natriumphosphatlésung neutrali- 
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siert; die an der einen Lésung vorgenommenen Zusitze werden an der anderen 
dadurch ausgeglichen, daB man der sauren Elution noch cine entsprechende 
Menge n/1-Natriumacetat, der alkalischen cine entsprechende Menge ungefdbr 
lackmusneutralen Phosphatgemisches zugibt, dessen Phosphatgehalt dem 
einer gesattigten Lésung des sekundaren Salzes entspricht. Nach dieser Vor- 
bereitung werden die Elutionen wie jede andere Guanase oder Adenosin- 
desaminaselésung unter den Bedingungen der Enzymbestimmung exponiert. 
Allerdings wird durch die Gegenwart des Phosphats von vornherein darauf 
yerzichtet, die genauen Bedingungen der oben  beschriebenen Enzym- 
bestimmungen einzuhalten; doch kommt es bei den hier in Frage stehenden 
Versuchen tiber die Enzymspezifitat nicht so sehr darauf an, die Anzahl der 
in den Elutionen vorhandenen Enzymeinheiten méglichst genau zu ermitteln, 
sondern man hat vor allem die Aufgabe, die Bedingungen so zu gestalten, daB 
die Unwirksamkeit einer Enzymlésung gegen ein Substrat, etwa der Elution I 
-egen Guanin, auch wirklich durch die Abwesenheit des Fermentes und nicht 
etwa durch die Untersuchungsbedingungen zu erklaren ist. Diese Forderung 
erfiillen die angewandten Versuchsbedingungen durchaus. 


Tabelle 9. 





.‘s. ¥% | 3 | 4 | 5 
mg Ammoniak mg Ammoniak 
Laufende gebildet durch Elution I gebildet durch Elution II 
eo aes 
; Guanin | Adenosin Guanin | Adenosin 
1 0,003 0,289 -- — 
2 0,0 0,289 0,391 0,059 
‘ 0,0 0,214 0,162 0,0 
4 0,0 0,258 0,201 0.022 








Die Ergebnisse von vier derartigen Versuchen sind in Tab. 9 
wiedergegeben. Man sieht (Stab 2), daB Elution II aus Guanin in 
zeinem der Versuche Ammoniak zu bilden vermag, dagegen 
“tab 8) stets reichliche Mengen von Adenosindesaminase enthalt. 
Vergleiche mit der Wirksamkeit der Rohextrakte, deren Ergebnisse 
“ier nicht im einzelnen aufgefiihrt sind, lassen erkennen, daB die 
Ausbeute an Adenosindesaminase etwa 50°, der in den Roh- 
-xtrakten vorhandenen Menge betragt. Ebenso leicht reprodu- 
cerbar wie die Wirkungen der Elution I auf Adenosin ist die- 
venige der Elution II auf Guanin. Die Wirkung der Elution II 
if Adenosin ist stets sehr gering, doch meistens noch meBbar. 
bedenkt man, daB die in Elution II enthaltene Adenosindesaminase 
n Versuch 2 nur etwas mehr als !., in Versuch 4 nur } ,, der in 
Elution I enthaltenen betragt, so darf man wohl den SchluB 


ziehen, daB die geringe Wirkung, die die Elution II auf Adenosin 


eS? 


meistens noch besitzt, auf eine Beimengung von Adenosin- 
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desaminase, nicht etwa auf eine Nebenwirkung der Guanase 
zuriuckzufiihren ist. 


II. Die Einwirkung von Kaninchenleberextrakten auf Guanylsaure. 


In den vorangehenden Abschnitten ist gezeigt worden, daf 
der Guaninkern in den beiden Spaltprodukten der Guanylsiiure. 
dem Guanin und dem Guanosin, desaminiert werden kann. Dies 
Tatsachen bestimmten die Methodik, die zur Bearbeitung de; 
wichtigsten Frage der vorliegenden Untersuchung angewanili 
werden sollte, nimlich der Frage, ob bei den ersten Abbauvorgingey 
am Guanylsiuremolekiil die Wirkung der Desaminase derjenigen 
der Phosphatase und Purinase vorangeht, ob also entsprechen( 
dem Abbau der Adenylsaéure auch die Guanylsdure unter 
direkter Ammoniakbildung angegriffen werden kann. 

Der Verlauf der fermentativen Guanylséurespaltung wurde 
also in der Weise untersucht, da nach bestimmten Expositions. 
zeiten den Haupt- und Kontrollansitzen aliquote Teile zur [:- 
stimmung der abgespaltenen Ammoniak-, Phosphorséure- uni 
Purinmenge entnommen wurden. Die Ammoniakbestimmunye 
wurden in der oben beschriebenen Weise durchgefiihrt, die Phosphor- 
siurebestimmungen wurden im_ ‘T'richloressigséurefiltrat —nac/: 
G. Embden vorgenommen. Die abgespaltenen Purinmengey 
wurden aus der Differenz der Reststickstoffwerte in Haupt- uni 
Kontrollansitzen nach EnteiweiBung mit Uranylacetat berechinct. 


Dieses Prinzip, das von §. Tannhauser?*) zur Bestimmung de: 


freien, d.h. nicht an phosphorsiurehaltige Substanzen ¢- 
bundenen Purine eingefiihrt wurde, hat sich mir ausgezeichne' 
bewahrt. In zahlreichen Kontrollversuchen konnte ich feststellen, 
da8 Guanylsiure in Gegenwart von EiweiB zu etwa 97°/, dure! 
Uranylacetat gefallt wird, daB dagegen phosphorfreie Purn- 
verbindungen quantitativ im Filtrat bleiben, wenn nicht grol 
Phosphatmengen in der Lésung anwesend sind. De 
Phosphatgehalt der von mir untersuchten Fermentlésungen erwies 
sich fiir die Purinbestimmungen nicht als stérend, nur konnte 
keine Phosphatpuffergemische angewandt werden. 

Die Expositionstemperatur wurde auf 40° gehalten: «i 
angewandte Substratmenge betrug bei 5 cem Enzymldésung 10 bi 
20 mg tertiires guanylsaures Natrium, die Lésung dieses star! 
alkalischen Salzes wurde stets mit Salzsiure neutralisiert. Hin tw 
den Verlauf der Versuche typisches Beispiel ist in Kurve 3 wieder: 


gegeben. Die mit a bezeichneten Kurven stellen die Wirkun: 


k 
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(‘ber den fermentativen Abbau der Guanylsaure in der Kaninchenleber. 9()9 


eines rohen wiaBrigen Leberextraktes, die mit b bezeichneten die 
Wirkung einer aus dem gleichen Leberextrakte gewonnenen 
Kaolinrestlésung (vgl. S. 201) dar. Die Kurven der Ammoniak- 
hildung sind ausgezogen, die der Purinabspaltung gestrichelt und 
die der Phosphorsiureabspaltung punktiert eingetragen. Simtliche 
Werte sind als g-Mole-10-* berechnet und stellen die Mengen der 
sebildeten Spaltprodukte nach Abzug der Kontrolle dar. Die 
Kurven der Rohextraktwirkung zeigen, daB die Phosphorsiure- 
bildung um ein Mehrfaches von der in der gleichen Zeit ab- 
cespaltenen Ammoniakmenge tbertroffen wird. Damit ist die 
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Fig. 3. Abbau der Guanylsaure. 


direkte fermentative Desaminierung der Guanylsiure — ohne 
vorherige Dephosphorylierung — bewiesen. Gleichzeitig mit der 


Ammoniakabspaltung wird eine genau dquivalente Purinmenge 
in Freiheit gesetzt. Die Desaminierung der Guanylsiiure ist also 
zwangsliufig mit der Purinabspaltung verkniipft. 

DaB diese Verhaltnisse nicht nur am Ende einer liingeren 
Digestion mit Ferment, sondern in jeder Phase zutreffen, zeigen 
die Kurven (b) der gereinigten Fermentlésung. Die Phosphor- 
siurebildung konnte nicht quantitativ verfolgt werden, da dic 
Fermentlésung nach der Reinigung nur unbestimmbare Spuren 
anorganischer Phosphorsiure enthielt und auch nur Spuren von 
Phosphorsiure aus Guanylsiure waihrend der Exposition bildete. 
Ganz zweifellos betrugen die gebildeten Phosphorsiuremengen 
nur einen geringen Bruchteil der abgespaltenen Ammoniakmengen. 
Die Aquivalenz zwischen Ammoniak- und freien Purinmengen 
trifft jedoch fiir jeden der 8 Zeitpunkte zu, in denen die Be- 
stimmungen vorgenommen wurden. 

Die Purinbestimmungen der Kurve 2 wurden noch dadurech 
kontrolliert, daB auBer den Differenzen der Rest-N-Werte in den 
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Uranylfiltraten auch die Stickstoffwerte der Kupferbisulfit- 
fallungen festgestellt wurden. Die Ergebnisse stimmten mit den 
aus dem Rest-N berechneten Purinwerten genau tberein, wenn 
fiir die Berechnung vorausgesetzt wurde, daB alles aus Guany]- 
siiure abgespaltene Purin desaminiert ist. Die Richtigkeit dieser 
Voraussetzung kann nach den im vorhergehenden berichteten 
Erfahrungen iiber die Einwirkung von Leberextrakten auf Guanin 
und Guanosin nicht in Zweifel gezogen werden. Es sei bemerkt, 
daB das Kupferbisulfitverfahren nur bei Kaolinrestlésungen, nicht 
bei Rohfermenten anwendbar ist, da in den letzteren das Xanthin 
weiter verindert wird und sich teilweise der Purinfallung entzieht. 

Das Gesamtergebnis der Versuche kann dahin zusammen- 
gefaBt werden, daB die direkte Desaminierung der Guanylsaure 
zwangsliufig mit der Purinabspaltung verkniipft ist. Fir den 
Abbau der Guanylséure gilt daher die Anschauung, die Tann- 
hauser auf Grund seiner Versuche iiber die Isolierung von Spalt- 
produkten des Nucleinsiureabbaus ausgesprochen hat, da8B namlic): 
, gleichzeitig mit oder wahrscheinlich infolge der Desaminierung 
der Nucleotidkomplex auseinanderfallt*‘. Wenn in neuen Ver- 
suchen, die von P. A. Levene und Dmochowski!’) auf Grund 
meiner in einer kurzen Mitteilung verdffentlichten Befunde angestellt 
worden sind, eine enzymatische Purinabspaltung aus Guanylsaure 
ohne vorangehende Dephosphorylierung nicht gefunden werden 
konnte, so steht dies nicht in Widerspruch zu meinen-Ergebnissen. 
Denn die Versuche Levenes sind nicht mit Fermenten aus 
Kaninchen-, sondern aus Schweineorganen vorgenommen worden. 
Den oben mitgeteilten Versuch habe ich nach Kenntnis der Arbeit 
von Levene und Dmochowski angestellt; meine friiheren 
Ergebnisse kénnen also véllig reproduziert werden. 

Das Ergebnis der analytischen Bestimmungen habe ich durch Isolierungs- 
versuche der bei der Purinabspaltung aus Guanylséure entstehenden Ribose- 
phosphorséure zu stiitzen versucht. Tatsichlich gelang es in 3 von 7 Ver- 
suchen, kleine Mengen reinen, krystallisierten Ribosephosphats zu gewinnen. 
Die Ausbeute betrug etwa 10°/, der nach der analytischen Verfolgung des 
Spaltungsverlaufes zu erwartenden. Die absoluten Mengen der _ isolierten 
Substanzmengen schwankten zwischen 15 und 30mg. Da die Ausbeuten 
also noch sehr unbefriedigend sind, soll von einer ausfiihrlichen Schilderung 
der Versuche, die von mir noch fortgesetzt werden, abgesehen werden, um s0 
mehr als es Levene nach einer in der oben erwaéhnten Arbeit von Levene 
und Dmochowski gegebenen Mitteilung gelungen ist, eine bequeme, rein 
chemische Darstellungsmethode der Substanz auszuarbeiten. 

Von den Eigenschaften der von mir isolierten Praparate méchte ich nur 
hervorheben, daB die Geschwindigkeit der durch Saurehydrolyse bewirkten 
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Dephosphorylierung um ein Vielfaches geringer ist als bei Guanylséure, und 
iy der GréBenordnung der Hydrolysegeschwindigkeit der aus Inosinséure 
dargestellten Ribosephosphorsaure sehr ahnlich ist. Naheres iiber die Saure- 
hydrolyse von Nucleinsiuren vgl. 18-21), 


Fiir das mir freundlich zum Vergleich iiberlassene Praparat von aus 
Inosinsiure gewonnener Ribosephosphorséure danke ich Herrn Prof. P. A. Le- 
yene bestens. 


Der bei der Darstellung befolgte Arbeitsgang bestand zunachst in der 
Vorreinigung der mit Metaphosphorsaure enteiweiBten Lésung mittels Baryt- 
fallung (Entfernung der Metaphosphorsaure) bei saurer Reaktion, Mercuri- 
acetat- und Bleizuckerfallung (Entfernung basischer und _ phosphorsaure- 
haltiger Verunreinigungen). Aus der von Schwefelwasserstoff befreiten Zer- 
setzungsfliissigkeit der Bleizuckerfallung wurde mit Bleiessig die Rohfallung 
des Ribosephosphats erhalten, die bei Stickstofffreiheit Fehlingsche Lésung 
stark reduziert, eine intensive Orcinreaktion gibt und reichlich organisch 
vebundene Phosphorsaure enthilt. 

Der Bleiniederschlag wurde sofort mit Schwefelwasserstoff zersetzt 
und die Zersetzungsflissigkeit mit Baryt neutralisiert. Das Bariumsalz wurde 
durch vorsichtigen Zusatz von absolutem Alkohol zu der eingeengten Lésung 
ausgefallt. Die Menge des so gewonnenen unreinen Salzes betrug nach der 
Phosphorséurebestimmung berechnet 70°/, der theoretisch zu erwartenden, 
doch war der Phosphorsauregehalt der Praiparate stets etwa 20°/, zu niedrig. 
Die Praparate gaben starke Reduktions- und Pentosereaktionen. Durch 
Uranylfallung ging die gesamte Orcinreaktion in den Niederschlag, ein Ver- 
halten, weleches sehr fiir die chemische Bindung der Phosphorsaure an die 
Pentose spricht. Durch Umlésen des unreinen Bariumsalzes in Wasser nach 
dem Vorgehen von Levene konnte in einigen Versuchen kleine Mengen des 
Bariumsalzes krystallisiert erhalten werden, deren Phosphorsiuregehalt mit 
der aus der Formel des ribosephosphorsauren Bariums berechneten Menge 
libereinstimmte. Das Brucinsalz der Ribosephosphorsaure ist spielend leicht 
in Wasser léslich und fallt mit organischen Lésungsmitteln erst bei so groBem 
UberschuB aus, daB es sich zur Reinigung der Substanz nicht eignet. 


Die Trennung der Guanylsiurephosphatase von den 
Desaminasen des Guaninkerns. 


Adsorbiert man die nach dem im Vorhergehenden (S. 201) 
heschriebenen Verfahren gewonnene Kaolinrestlésung aus frischem 
Kaninchenleberbrei mit Aluminiumhydroxyd (Cy nach Will- 
statter und Kraut), so werden simtliche Desaminasen des 
Guaninkernes an die Tonerde gerissen, waihrend die Phosphatase- 
wirkung in der Restlésung verbleibt. 

Technik: Die Kaolinrestlésung wird mit so viel Tonerde- 
‘uspension versetzt, als 1/; ihres Volumens entspricht; die Rest- 
lssung wird abzentrifugiert. 

Bemerkenswert ist die Tatsache, daB die Tonerderestlésung 
eine stirkere Phosphatasewirkung besitzt, als die in vorausgehenden 
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Reinigungsstadien untersuchten Enzymlésungen. DaB diese Aktiyi. 
titssteigerung nicht auf eine pu-Verinderung in der Ferment. 
lésung durch den Adsorptionsvorgang zuriickgefiihrt werden kany. 
wurde durch die elektrometrische Kontrolle der px-Zahl vor un\ 
nach der Adsorption bewiesen. In Tab. 10 sind die Ergebniss, 
von fiinf derartigen Versuchen zusammengestellt. In den Ver. 
suchen werden im allgemeinen 5 ccm Fermentlésung mit 13,6 1: 
guanylsaurem Natrium bei 40° 4 Stunden exponiert.*) Aus Spalte? 
geht hervor, daB simtliche Kaolinrestlésungen eine starke des. 
aminierende Wirkung besitzen. Nach der Adsorption mit Alu. 
miniumhydroxyd geht diese Fiahigkeit, wie Spalte 3 zeigt, fast 
vollig verloren. 

Betrachtet man die in Vertikalreihe 4 und 5 verzeichneten 
Phosphorsiuremengen, die man durch die Wirkung der Kaolin. 
bzw. Tonerderestlésungen erhalt, so kann man ausnahmslos di: 
betrachtliche Steigerung der Wirksamkeit durch den Reiniguigs. 
vorgang feststellen. DaB die Wirkungssteigerung der Phosphi- 
tase in den beiden letzten Versuchen der Tabelle nicht so grof ist 
wie in den ersten, ist vielleicht dadurch bedingt, daB in diesen 
beiden ein anderes, allerdings nach denselben Vorschriften be. 
reitetes Tonerdepriparat zur Verwendung kam. Die Beschaffen- 
heit des Aluminiumhydroxyds ist namlich von ganz ausschilay. 
vebender Bedeutung fiir den Erfolg der Reinigung. So bewirken 
z. B. die kleinen Eisenmengen, die an die gefallte Tonerde mit: 
gerissen werden, wenn man dieselbe mit Leitungswasser anstatt 
mit destilliertem Wasser wiischt, daB nunmehr die Tonerde fast 
die gesamte Phosphatase an sich reiBt und daB die Restlosuny 
nahezu unwirksam wird. 

Die gegenliufige Beeinflussung der Ammoniak- und Phosphorsaur- 
abspaltung aus Guanylséure durch die Tonerdeadsorption tritt besonder 
deutlich hervor, wenn man die Desaminierung und die Phosphatabspaltun: 
nach Adsorption mit verschiedenen Tonerdemengen verfolgt. Der Versuch 
wurde in der Weise durchgefiihrt, daB je 40 cem einer Kaolinrestlésung mi 
2, 4 bzw. 6cem Aluminiumhydroxydsuspension adsorbiert und samtlich 


Ansiatze noch vor dem Zentrifugieren durch Auffiillen mit Wasser auf cin 
Volumen von 48 ccm gebracht werden. Nun werden von der ebenfalls au! 
48 com aufgefillten Kaolinrestl6sung und den verschiedenen Tonerderest- 


lGsungen je 6 cem mit je 3 cem einer neutralisierten Lésung von guanylsauret 


*) Im folgenden werden die nach Adsorption mit Aluminiumhydroxy( 


1 
dis 


und Abzentrifugieren des Adsorbates erhaltenen Enzymlésungsn kurz 4 
'Tonerderestlésungen bezeichnet. 
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Tabelle 10. 





1 | : | 3 | 4 


| 5 


mg Phosphorsaure gebildet 





mg Ammoniak gebildet aus 











Nummer 13,2 mg Guanylsaure *) aus 13,2 mg Guanylsiure 
Datum ae eee a eee ee , ; ‘ mn 

durch Kaolin- | durch Ton- | durch Kaolin- | durch Ton- 

restlésung |ferderestlésung| restlésung erderestlésung 

3 Le 0,361 0,007 0,257 1,843 
», 6.10.29 0,345 0,007 0,485 1,787 
3. 10. 10. 29 0,345 0,004 0,444 1,002 
4, 21. 10. 29 0,364 0,031 0,578 1,156 
5. 7. 5.30 0,199 0,022 0,339 1,289 














*) Als tertiiéres Natriumsalz verwendet. 
Tabelle 11. 
l wes ere aet ef. .hlUw 











) Angewandte Adsorbensmenge 
Spalt- (cem Tonerdesuspension) 


Bemerkungen 
produkt 


— | 2 ccm | 4 ccm | 8 ccm 


1] mg H,PO, | 0,257 | 0,408 | 1,286 | 1,843 |) © com Enzymldsung 
, angewandt 

vy . — UX ‘ i i -< 1 od . 

2] mg NH, | 0,361 | 0,336 | 0,102 | 0,007 | { P4Pospign:3 t/2Stdn 











Natrium, die in 25 cem 0,113 g enthielt, 31/, Stunden lang bei 36° exponiert. 
Der Versuch ist in Tab. 11 wiedergegeben. Horizontalreihe 1 zeigt die al - 
‘espaltenen Phosphorséure-, Reihe 2 die Ammoniakmengen. Aus Vertikal- 
reihe 2—5 gehen die Ergebnisse der mit den verschiedenen Tonerdemengen 
behandelten Ansatze hervor. Man sieht, daB mit zunechmender Tonerde- 
menge sukzessive die gebildeten Ammoniakmengen ab-, die Phosphorsiurc- 
mengen zuanehmen. Ob die Tonerdeadsorption nur zufillig die beiden Prozesse 
in so entgegengesetzter Richtung beeinfluBt oder ob vielleicht gerade dadurch, 


_daB die Desaminierung abnimmt, die Phosphatabspaltung zunimmt, mub 


noch unentschieden bleiben. 


Die pH-Aktivitétskurve der Guanylsiurephosphatase. 


Die Versuche sollen in der Reihenfolge geschildert werden, 


(aS zuniehst die pa-Aktivititskurve der gereinigten Guanylsiure- 
phosphatase und daran anschlieBend einige Versuche iiber die 


\ktivititskurve anderer Nucleophosphatasen beschrieben werden. 
Vann folgen Versuche iiber die pu-Aktivititskurve der Guanvl- 


_ siurephosphatase in Rohextrakten, also in Gegenwart der guany]- 


sinredesaminierenden Fermente. 
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1. Versuche an gereinigten Extrakten: Als Ferment. 
lésungen dienten durch Tonerdeadsorption gereinigte Kaolin. 
restlésungen aus frischen Kaninchenlebern (Acetonleberextrakt; 
eignen sich zur Adsorptionsreinigung der Phosphatase nicht gut, 
da zu groBe Fermentverluste bei der Adsorption eintreten). Der 
Erfolg der Adsorption wurde in jedem Versuch durch die Be. 
stimmung der desaminierenden Wirkung kontrolliert ; nur Losungey 
ohne Desaminierungswirkung kamen zur Verwendung. Zu den 
einzelnen Ansatzen wurden 5 cem Fermentlésung, 10 cem des Puffer. 
gemisches (im sauren Gebiet Natriumacetat-Essigsaure oder Natrium- 
lactat—Milchsiéure, im alkalischen Borat—Natronlauge) und 5 cem 
Guanylsiurelésung (entsprechend 13,2 mg tertiarem guanylsauren 
Natrium) verwendet. Die Expositionszeit war bei den einzelnen Ver- 
suchen verschieden und betrug 2?/,—5 Stunden. Betrachtet man 
die vier wiedergegebenen Kurven in Fig. 4, so fallen als gemein- 
same Merkmale auf: das deutliche Aktivitétsmaximum zwischen 
po4 und pu6 und das flache Absinken zu beiden Seiten des 
Maximums. Die Aktivitiét steigt, nachdem sie zwischen px7, 
und px 8,5 ein Minimum erreicht hat, wieder steil bis zu einem py 
von 9,0. Den weiteren Verlauf der Kurve im alkalischen Gebiet 
habe ich bisher noch nicht verfolgt, vor allem deswegen, weil i) 
einem Gebiet tber px 9 hinaus besondere Kautelen notwendiy 
sind, um die chemische Abspaltung von Phosphorsiure infolye 
der hohen Alkalitét zu beriicksichtigen. 


Die pu-Aktivitétskurve der Inosinsiurephosphatase. 
Um einen Beitrag zu der Frage zu liefern, ob sich die Wirkungs- 
bedingungen bei der enzymatischen Phosphorséureabspaltung au: 
verschiedenen einfachen Nucleinsiuren unterscheiden, habe ich div 
Einwirkung von Tonerderestlésungen auf Inosinsiiure bei ver- 
schiedenem pu untersucht. Es zeigte sich, daB die Dephosphory- 
lierung der Inosinséiure zum Unterschied von der Guanylsiure- 
spaltung nur ein einziges Optimum im alkalischen Bereich be: 
einem pu > 9 besitzt; dagegen wird Inosinséiure im Bereich de: 
sauren px-Optimums der Guanylsiurephosphatase (also _ bei 
pu 5,3) kaum angegriffen. Den genaueren Verlauf der px-Aktivi- 
tiitskurve geben die beiden gestrichelten Kurven auf Fig. 4 wieder. 


Die po-Aktivitatskurve 
ungereinigter Guanylsiurephosphatlésungen. 
Wiihrend die eben besprochenen Kurven unter Verwenduns 
von dureh Tonerde gereinigten Kaolinrestlésungen aufgenomume! 
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worden sind, die also keine desaminierende Wirkung mehr be- 
sitzen, werden im folgenden Kurven wiedergegeben, die die Ver- 
inderung der Aktivitaét bei variierten px-Werten in ungereinigten 
Kaolinrestldsungen wiedergeben. Diese Kurven stimmen zwar im 
croben Verlauf mit den fiir die reinen Fermentlésungen charakte- 
ristischen tiberein. Wie diese besitzen sie ein Minimum zwischen 
pu? und px 8 und einen steilen Anstieg im alkalischen Gebiet. 
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Fig. 4. DPy-Aktivitétskurve der gereinigten Guanylsdurephosphatase (ausgezogen) 
und Inosinsiurephosphatase (gestrichelt). 
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Fig. 5. p,-Aktivitaétskurve der ungereinigten Guanylsdiurephosphatase. 


In wichtigen Einzelheiten unterscheiden sich diese Kurven aber 
wesentlich von denen der gereinigten Lésungen. Erstens liegt in 
simtlichen Kurven das erste px-Optimum weiter im sauren Gebiet 
als bei den an gereinigten Fermentlésungen aufgenommenen 
Kurven: die Kurve der ungereinigten Lésungen steigt vom Neutral- 
punkt bis zu einem px von 4,0 dauernd an, wiihrend bei den anderen 
Kurven ein deutliches Maximum zwischen pu 4 und 6, meistens 
zwischen pu 5 und 6, festzustellen ist. Zweitens erfolgt der Abfall 
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im sauren Gebiet viel steiler als bei den an gereinigten Ferment. 
l6sungen aufgenommenen Kurven. In Einzelheiten des Verlaufs 
zeigen sich gewisse Unterschiede zwischen den beiden Kurven dey 
Rohlésungen. Die Unterschiede zwischen den Kurven der un. 
gereinigten und gereinigten Lésungen lassen sich erkliren, wenn 
man annimmt, daB in der ungereinigten Loésung hemmende Ein- 
fliisse sich geltend machen, die in der Gegend des Neutralpunktes 
am stiirksten sind und nach der sauren und alkalischen Seite his 
zur Unwirksamkeit abnehmen. So wiirde sich der steile Abfal] 
zum pu-Minimum bei der Kurve der ungereinigten Lésung erkliren: 
das px-Optimum der ungereinigten Losung bei einem pu von oder 
unterhalb von 4 wire dann kein wahres Optimum, sondern cin 
durch den Fortfall der bei héherem px wirksam werdenden 
Hemmungseinfliisse vorgetiuschtes scheinbares Optimum. Auch 
die T'atsache, daB die von den ungereinigten Lésungen bei ihrem 
px-Optimum abgespaltenen Phosphorsiuremengen erheblich hoher 
sind als die von den gereinigten bei ihrem optimalen px gebildeten, 


liBt sich durch die Annahme von Hemmungskorpern, die in der 


Rohlésang vorhanden sind und deren hemmende Wirkung vom 
pu abhingt, befriedigend erkliren. Bei der Adsorption mit Ton- 
erde findet ein gewisser Enzymverlust statt; jedoch werden (ic 
Kaolinrestlésungen in der Gegend des Neutralpunktes durch 
Hemmungskorper so stark in ihrer Wirkung geschwicht, dat 
trotz des geringeren Enzymgehaltes die Tonerderestlésung in 
diesem pu-Gebiet weit mehr Phosphorsiure in der Zeiteinheit 


bildet, wie die Kaolinrestlésung. 


Die pu-Aktivitiétskurve der Guanylsdiuredesaminase. 


Die im vorhergehenden beschriebenen Versuche fiihrten zu 
dem Ergebnis, daB die Guanylsiure zwar ohne vorherige Phosphor- 
siureabspaltung desaminiert werden kann, daB aber mit der 
Desaminierung regelmaéBig die Purinabspaltung einhergeht; die 
Versuche brachten jedoch keine Klirung der Frage, ob die Ammo- 
niakbildung vor oder nach der Lésung der Guanin—Pentosebindung 
erfolgt. Denn einerseits zeigte sich, daB die Lésung dieser Bindung 
zwangsliufig mit der Desaminierung verkettet ist, andererseits 
wird unter den bisher angewandten Versuchsbedingungen das 
freie Guanin mindestens ebenso schnell, meistens aber schneller 
desaminiert, als die Guanylsiure. Um die Moglichkeit einer 
primiiren Guanylsiuredesaminierung zu beweisen, muBten also 
Bedingungen gefunden werden, unter denen die Intensitit der 
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Ammoniakabspaltung aus Guanylsiiure diejenige aus dem freien 
Guanin stark ubertrifft. 


Aus diesem Grunde habe ich die Abhingigkeit der Guanyl- 
siuredesaminierung vom px in einem Acidititsbereich genauer 
untersucht, innerhalb dessen die Guanase kaum noch wirkt. Die 
Methodik war die stets in der vorliegenden Untersuchung bei der 
Aufnahme von pu-Aktivitaétskurven benutzte. Als Puffer kamen 
Lactat- und Acetatgemische zur Verwendung. Bei den mit 
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Fig. 6. py-Aktivitétskurven der guanylsiureabbauenden Fermente. 


Lactatgemischen vorgenommenen Experimenten wurde stets gleich- 
zeitig mit der Ammoniak- auch die Phosphorsiureabspaltung ver- 
folat. Ein typisches Versuchsbeispiel ist in Kurve 6 graphisch 
dargestellt. 

Bei der Ammoniakbildung fallt der steile Anstieg zwischen 
px 4,0 und 5,3 auf. 


Die Kurve der Phosphorsiéurebildung verlauft in dem Aciditits- 
bereich zwischen pu 4 und 5 stets entgegengesetzt der Desami- 
nierungskurve, die Purinabspaltung dagegen weitgehend parallel 
mit der Ammoniakbildung. Die Deutung der Kurven bereitet 
keine Schwierigkeiten: FaBt man zunichst das etwa bei pu 5,3 
liegende Optimum der Guanylsdéuredesaminierung ins Auge, so 
ergibt sich, daB die Phosphorsiurebildung bei weitem nicht die 
Ammoniakbildung erreicht, sondern etwa 1/; derselben betragt. 
Es ist also klar, daB weitaus der gréBte Teil der gebildeten 
Ammoniakménge bei erhaltener Kohlehydratphosphorsiurebindung 
abgespalten worden sein muB. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCVIII, 15 
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Was die Frage nach der Bedeutung der Purinkohlehydrat. 
bindung fiir den Desaminierungsvorgang anbelangt, so konnte in 
Ubereinstimmung mit den oben wiedergegebenen pu-Aktivitiits. 
kurven der Guanase auch fiir die zu den eben beschriebenen Ver- 
suchen benutzten Enzymldésungen festgestellt werden, daB dic 
Ammoniakbildung aus Guanin beim px-Optimum der Guany)- 
siuredesaminierung eine sehr geringe ist und unter den gleichen 
Bedingungen 1/,—1/, der Ammoniakbildung aus Guanylsiure 
betrigt. Damit ist der Beweis erbracht, daB bei px 5,3 eine primiire 
Desaminierung des Guanylsiuremolekils stattfindet. Freilich ist 
die Moéglichkeit nicht ganz ausgeschlossen, daB das Guanin im 
Augenblick semer Abspaltung auch bei ungiinstigen Aciditiits- 
bedingungen leichter von dem Ferment angegriffen wird als in 
Form der zu den Kontrollversuchen von mir angewandten 
kolloidalen Lésung. Jedoch gibt es vorderhand keine positiven 
Anhaltspunkte, die eine derartige Annahme als notwendig er- 
scheinen lassen. 

Betrachtet man die px-Aktivitaétskuryve der Phosphatase, so 
findet man, daB sie ganz in Ubereinstimmung mit den an einer 
friiheren Stelle wiedergegebenen Kurven zwischen px 4,0 und 
px 5,8 einen steilen Abfall zeigt. Beim Vergleich der an dem- 
selben Material aufgenommenen Kurven fiir die Desaminase und 
die Phosphatase fallen die entgegengesetzten Verlaufsrichtungen 
auf. Wihrend die Phosphatasewirkung zwischen px 4,0 und 
px 5,3 stark abnimmt, steigt diejenige der Desaminase steil an. 
Sucht man diese Tatsache in Zusammenhang zu bringen mit dem 
gerade in dem fraglichen Acidititsbereiche festgestellten entgegen- 
gesetzten Verhalten der ungereinigten und gereinigten Phosphatase, 
so gewinnt die Annahme Wabhrscheinlichkeit, daB die Wirkung der 
Phosphatase durch die Gegenwart der Desaminase gehemmt wird. 
Der in dem vorangehenden Abschnitt angenommene Hemmung:s- 
kérper, der die Wirkung der ungereinigten Phosphataselésung 
beeintrichtigt, ware nach dieser Annahme die Guanylsiure- 
desaminase selbst. Erweist sich die hier ausgesprochene Hypothese 
als richtig, so kénnte man von einem Beispiel fiir die Konkurrenz 
zweier Enzyme um das gleiche Substrat sprechen. Es ist durchaus 
moéglich, daB eme derartige Erscheinung auch beim biologischen 
Abbau anderer Stoffe eine Rolle spielt und als regulierender Faktor 
fiir den Ablauf von Stoffwechselprozessen in der Zelle allgemeiner? 
Bedeutung besitzt. 
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KinfluB der Fluorionen 
auf die fermentative Spaltung der Guanylsidure. 


Versuchstechnik: Die Experimente wurden anungepufferten 
Rohextrakten, Kaolin- oder Tonerderestlésungen vorgenommen. 
Die Versuchsanordnung entsprach ganz derjenigen, die bei den 
entsprechenden Untersuchungen tiber die Guanin- und Guanosin- 
desaminierung angestellt wurden. Die Ergebnisse der Versuche 
sind in Tab. 12 niedergelegt. Die Tabelle enthalt die Resultate 
von 4 Versuchen. Vergleicht man zunichst die bei verschiedenen 
Fluoridkonzentrationen in den einzelnen Versuchen abgespaltenen 
Phosphorsiuremengen miteinander, so erkennt man, daB schon 
durch sehr geringe Fluoridkonzentrationen eine weitgehende 
Hemmung der Phosphatase eintritt. In dem Versuch 1, der mit 
Tonerderestlésung angestellt ist, hért schon bei einer n/100-Fluorid- 
konzentration die Phosphorsiéurebildung fast vollig auf. Night 
canz so stark ist die Hemmungswirkung bei unreineren Ferment- 
ldsungen. Immerhin wird auch im Rohextrakt, wie Versuch ‘ 
zeigt, die gebildete Phosphorsiuremenge durch n/200-Natrium- 
fluorid auf 0,060 mg herabgesetzt, wihrend sie ohne Fluorid- 
zusatz 0,624 mg betrigt. Auch in Versuch 4 ist die Hemmungs- 
wirkung sehr deutlich: von 0,521 mg im- Ansatz ohne Fluorid 
sinkt die Phosphorséiuremenge bei Gegenwart von n/200-Natrium- 
fluorid auf 0,356 mg ab. Wenn die Wirkung schwacher Natrium- 
fluoridkonzentrationen in den reineren Fermentlésungen am 
stiirksten ist, so ist dies wohl auf eine teilweise Bindung des 
Fluorids an EiweiB in den unreineren Lésungen zuriickzufiihren. 
Dafiir spricht auch die Tatsache, daB die Fluoridhemmung in dem 
in Versuch 8 angewendeten Rohextrakt, der 5 Stunden lang bei 
40° der Autolyse itberlassen worden war, stirker ist als in dem 
Extrakt von Versuch 4, der durch 1stiindiges Schiitteln bei 

Zimmertemperatur hergestellt wurde. 

Die Hemmung der Ammoniakbildung aus Guanylsiure durch 
Fluorid ist ungleich staérker als beim Guanosin und Guanin. In 
Versuch 2 wurde die Desaminierung annihernd v6ollig durch 
n/100-Natriumfluorid aufgehoben, waihrend die Ammoniakbildung 
durch Rohextrakte in Versuch 8 durch n/200-Natriumfluorid von 
0,176 mg (ohne Fluoridzusatz) auf 0,059 mg, d. h. auf 33,4°/5, in 
Versuch 4 durch n/200-Natriumfluorid von 0,212 mg auf 0,049 mg, 
d. h. auf 23,2°/,, durch n/2000-Natriumfluorid auf 0,065 mg, also 
auf 30,7°/, des Wasserwertes herabgesetzt wurde. Eine derartig 
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starke Hemmungswirkung ist bisher noch bei keinem enzymatischen 
Desaminierungsvorgang am Purinkern bei Fluoridzusatz beob- 
achtet worden. Vor allem fallt der Gegensatz zwischen der Fluorid- 
wirkung auf die Desaminierung des Guanins und Guanosins einer- 
seits und der Guanylséure andererseits auf, wenn man die in 
Tab. 12 wiedergegebenen Resultate mit denen der Tabb. 4 und 5 
vergleicht. Die nach den bisherigen, an Purindesaminasen (auch 
an der Adenylsiure und Adenosindesaminase des Muskels) ge- 
wonnenen Erfahrungen unerwartet starke Hemmungswirkung des 
Natriumfluorids auf die Desaminierung der Guanylsiiure darf 
wohl als weitere Stiitze fiir die Annahme betrachtet werden, 
daB es sich bei der Guanylsiuredesaminierung um ein besonderes 
Enzym handeln muB. 

Die Ergebnisse der Purinbestimmungen (Vertikalreihe 4) und 
die gefundenen molaren Verhialtnisse zwischen Ammoniak und 
Purin (Vertikalreihe 6) zeigen wiederum, da$ auch unter den 
Einwirkungen des Natriumfluorids das molare Verhaltnis Ammo- 
niak: Purin annéhernd gleich eins bleibt, daB also die Purinbildung 
ebenso stark gehemmt wird, wie die Desaminierung. Nur im 
Versuch 3 weicht das Verhaltnis Ammoniak:Purin unter der Kin- 
wirkung von n/200-Natriumfluorid erheblich von 1 ab, es betragt 
nimlich 1:1,36. Dieses Ergebnis steht unter den Resultaten aller 
von mir angestellten Versuche vereinzelt da. 


Zusammenfassung. 


1. Als Hauptergebnis folgt aus der vorliegenden Unter- 
suchung, daB im Gegensatz zum Verhalten des Adenin- und 
Cytosinkerns fiir den Abbau des Guaninkerns in der Kaninchen- 
leber die Bindung der Base an Kohlehydrat keine unerliBliche 
Voraussetzung ist. Vielmehr unterliegen simtliche guaninhaltigen 
Derivate der Guanylséiure der Desaminierung. Fiir die Guanyl- 
siure selbst wird bewiesen, daB aus dieser Substanz die Amuno- 
cruppe des Guaninkerns — entsprechend dem Abbau der Adenyl- 
siure im Muskel — ohne vorherige Abspaltung der Phosphor- 
siure als Ammoniak in Freiheit gesetzt werden kann. Zum Unter- 
schied vom biologischen Abbau der Adenylsiure wird stets gleich- 
zeitig mit der Desaminierung die Purinkohlehydratbindung gelost. 
Es zeigte sich, daB bei der Untersuchung des Guanylsiureabbaus 
unter den verschiedensten Bedingungen (bei wechselndem pu, bei 
Gegenwart von Natriumfluorid, bei Anwendung von aus frischem 
Leberbrei wie von aus Acetonleber hergestellten, von rohen und 
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von gereinigten Fermentlésungen) Ammoniak und Purin stets in 
aquimolekularen Mengen entstehen. Daraus muB der Schluf 
gezogen werden, daB der Ablauf des einen Vorganges die notwendige 
Voraussetzung fiir den anderen darstellt. 

2. Es konnte festgestellt werden, da8 fiir die Desaminierung 
des Guaninkerns in den drei untersuchten Verbindungen Guany]- 
siure, Guanosin und Guanin, mindestens zwei verschiedene En- 
zyme in Frage kommen: Eins, welches freies Guanin — und viel- 
leicht auch Guanosin — zu desaminieren vermag, namlich die 
Guanase, und ein anderes, unter dessen Einflu8 die Guanylsiure 
unter Ammoniakabspaltung angegriffen wird. Der Beweis der 
Verschiedenheit beider Fermente wurde durch deren priparative 
Trennung mittels Adsorptionsmethoden gefiihrt, wobei es aller- 
dings bisher nur gelungen ist, die Guanase ohne Beimengung der 
Guanylsiiuredesaminase zu erhalten, waihrend die letztere bei dem 
Reinigungsvorgang verloren geht. Die beiden Enzymprozesse — 
die Desaminierung der Guanylséiure und des Guanins — verhalten 
sich unter verschiedenen Bedingungen sehr verschieden: Das 
px-Optimum der Guanylsiuredesaminierung liegt im _ sauren 
Gebiet etwa bei px 5,3, das der Guanindesaminierung im alkalischen 
bei einem px von mindestens 9,2. Die Tatsache, daB bei pu 5,3 
aus Guanylsiure in gleichen Zeiten durch Leberextrakt stets weit 
mehr Ammoniak entsteht wie aus Guanin, bildet einen weiteren 
Beweis fiir die Verschiedenheit der beiden Desaminasen; ins- 
besondere wird hierdurch bewiesen, daB bei der Guanylsiure- 
desaminierung die Ammoniakabspaltung am Guanylsiuremolekiil 
selbst und nicht etwa sekundir am freien Guanin nach dessen 
Abspaltung erfolgt. 

Weitere Unterschiede zwischen der Guanase und der Guanyl- 
siiuredesaminase treten bei der Untersuchung des Einflusses von 
Fluorionen hervor: Die Desaminierung der Guanylsiure wird 
schon durch sehr geringe (z. B. n/400), die Desaminierung des 
Guanins erst durch relativ hohe (etwa n/10) Konzentrationen von 
Natriumfluorid weitgehend gehemmt. Die Desaminierung des 
Guanosins wird durch die erwihnten Faktoren sehr 4dhnlich 
beeinfluBt wie die des Guanins. ° 

3, Die bei der fermentativen Purinabspaltung aus Guany]l- 
siiure entstehende Ribosephosphorsdure konnte als krystallisiertes 
Bariumsalz isoliert werden. Hierbei stellte sich die wberraschende 
Tatsache heraus, daB im Gegensatz zu der geringen Haftfestigkeit 
der Phosphorsiure im Guanylsiuremolekiil die Esterbindung nach 
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Ablésung des Guaninkerns aus dem Molekiil nur sehr schwer 
spaltbar ist. Die Folgerungen, die sich aus dieser Tatsache fiir die 
Stellung der Phosphorsiuregruppe in den Mononucleotidmole- 
kiilen ergeben, werden diskutiert. 

4. Die Guanase ist ein streng spezifisches Ferment, welches 
auBer Guanin nur noch Guanosin unter Ammoniakabspaltung 
angreift. Imsbesondere wird aus keinem der Guaninderivate 
Arginin, Kreatin und Kreatinin Ammoniak in Freiheit gesetzt. 
Von der sehr wirksamen Adenosindesaminase der Leber kann die 
Guanase durch fraktionierte Elution getrennt werden. 

5. Auch die Adenosindesaminase der Leber ist wie die des 
Muskels ein streng spezifisches Ferment; insbesondere wird durch 
sie das entsprechende Cytosinnucleosid, trotzdem es die Amino- 
cruppe gleichfalls am C-Atom 6 des Pyrimidinkerns tragt, nicht 
angegriffen. Das px-Optimum der Adenosindesaminase liegt etwa 
bel px 6,2. 

6. Die Kinetik der Guanase und der Adenosindesaminase 
wird untersucht; es ergibt sich bei beiden Substanzen bis zu einem 
Spaltungsgrad von 50°/, ein geradliniger Verlauf der Des- 
aminierungskurve. 

7. Die Beziehungen zwischen Enzymmenge und der durch 
die in der Zeiteinheit gebildete Ammoniakmenge gemessenen 
Aktivitét der beiden Enzyme werden dazu benutzt, Bestimmungs- 
methoden fiir die Adenosindesaminase und die Guanase aus- 
zuarbeiten. 

8. Die Guanylsiurephosphatase wird von den Purindesami- 
nasen der Leber, vor allem von samtlichen den Guaninkern des- 
aminierenden Fermenten, getrennt. Die Wirkungsbedingungen der 
gereinigten Phosphataselésungen, speziell der KinfluB des Natrium- 
fluorids und die pu-Aktivititskurve, werden untersucht. Das 
Knzym wird schon durch sehr geringe Fluoridkonzentrationen 
(etwa n/1000-Natriumfluorid) annahernd vdollig gehemmt. Die 
pu-Aktivitaétskurve der gereinigten Phosphataselésung _ besitzt 
2 Optima, eins zwischen px 5 und px 6 und ein anderes bei pu 9. 
In den rohen Extrakten aus Kaninchenleber steht die Guanyl- 
sdurephosphatase unter dem EinfluB eines Hemmungskorpers, 
lessen Wirkung bei neutraler Reaktion am stirksten ist und im 
sauren und alkalischen Gebiet bis zur Unwirksamkeit abnimmt. 
Die Verschiedenheiten im Verhalten der gereinigten und rohen 
Guanylsiurephosphataseldsungen werden theoretisch zu deuten 
versucht. Es wird die Annahme diskutiert, ob man als Hemmungs- 
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korper in den rohen Extrakten die Guanylsiuredesaminase zy 
betrachten hat und ob man die hemmende Wirkung durch eine 
Konkurrenz der beiden Enzyme um das Substrat Guanylsiiure 
erkléren kann. 

9. Die px-Aktivitétskurve der Inosinséurephosphatase wird 
mit derjenigen der Guanylséiurephosphatase verglichen; zum 
Unterschied von dieser fehlt ihr das Aktivitétsmaximum im sauren 
Gebiet, wihrend den beiden Kurven das Maximum im alkalischen 
Gebiet bei einem px von mindestens 9 gemeinsam ist. 
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Mikrobestimmungen von Purinsubstanzen in Geweben. 
Von 


Gerhard Schmidt. 


(Aus dem Senckenbergischen Pathologischen Institut der Universitét Frankfurt a. M.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Februar 1932.) 


Die Gesichtspunkte, die fiir die Erforschung des Nucleinstoff- 
wechsels lange Zeit die Richtung bestimmt haben, sind in den 
letzten Jahren, vor allem durch die Untersuchungen G. Embdens 
und seiner Mitarbeiter!) verschoben worden. Wahrend niimlich 
friher das -Hauptmteresse den Endprodukten des Nucleinstoff- 
wechsels, besonders der Harnsiure zugewendet war, beginnt man 
mehr und mehr nach der physiologischen Bedeutung der ersten 
Abbauphasen der Nucleinsubstanzen zu fragen. 

Die zur Zeit zur Verfiigung stehenden analytischen Méglich- 
keiten gestatten eine umfassendere Bearbeitung des Nucleinstoff- 
wechsels in der angedeuteten Richtung noch nicht. Wohl exi- 
stieren exakte Methoden zur Bestimmung der Harnsiiure und des 
Allantoins, also der Endprodukte des Nucleinstoffwechsels, aber 
die quantitative analytische Erfassung gerade der biologisch wich- 

.tigen genuinen Nucleinsubstanzen der Zelle und ihrer ersten Abbau- 
stufen ist bisher nur bei 2 Stoffen, der Adenylsiure und dem 
Adenosin gelungen.’) 

Der Ausarbeitung analytischer Bestimmungsmethoden fiir die 
cenuinen Nucleinsubstanzen stehen betrichtliche Schwierigkeiten 
entgegen. Die Nucleinsiéiuren sind in der Zelle zum grofen Teil 
an EiweiB gebunden, in einer Weise, die wir bisher nicht exakt 
definieren kénnen. Ob diese Bindung in stéchiometrischen Ver- 
haltnissen stattfindet, ist eine noch vo6llig offene Frage. In einer 
in kurzem erscheinenden Arbeit wird gezeigt werden, daB das 
hloBe Mischen einer Lésung von Histon und einer Lésung von 


1) Diese Z. 179, 149 ff. (1928). 
2) G. Embden u. G. Schmidt, Diese Z. 186, 205 (1930). 
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Thymonucleinsiure geniigt, um eine kataphoretische Trennung 
der beiden Komponenten unméglich zu machen. Damit ist ge. 
zeigt, daB eine scharfe Fraktionierung der Nucleinsaéuren etwa jn 
freie einerseits und in eiweiBgebundene andererseits zur Zeit nicht 
durchgefiihrt werden kann. Ja es scheint, als ob die Frage nach, 
einer derartigen Fraktionierung der Nucleinséiuren in Gegenwart 
von Eiweif tiberhaupt keinen Sinn hat. 

Diese Beobachtungen erweisen, dai von einer exakten Ana- 
lyse der Nucleoproteide iitberhaupt noch keine Rede sein kann; 
aber auch wenn man die KiweiBkomponente der Nucleoproteide 
ganz auber Betracht 1éBt, sondern nur den Nucleinséureanteil 
des Molekiils ins Auge faBt, so ist zu bedenken, daB trotz der 
relativ weit vorgeschrittenen Kenntnisse auf diesem Gebiet wahr- 
scheinlich noch unbekannte Nucleinsdéuren existieren. Es ist also 
zur Zeit noch nicht mdglich, fiir einzelne dieser Nucleinséuren 
Bestimmungsmethoden auszuarbeiten. 

Obgleich wir in den Organen sehr mannigfaltige Formen von 
Nucleinstoffen kennen, so ist doch die Zahl derjenigen Bausteine, 
die wir durch totale Hydrolyse der Nucleinsaéuren erhalten, eine 
relativ geringe. Beschraénken wir uns auf die Purinbasen, so hat 
sich in der neueren Zeit immer mehr herausgestellt, da wir nur 
zwei der im Organismus vorkommenden Purine als primaire Bau- 
steine der genuinen Nucleinséure betrachten diirfen: die Amino- 
purine Guanin und Adenin, wihrend die Oxypurine und ihre 
Verbindungen als deren Abbauprodukte aufzufassen sind. Das 
Uberwiegen des einen oder des anderen Aminopurins in den 
Nucleinsiuren bestimmter Organe, wie das ganz verschiedene Ver- 
halten der beiden Aminopurine und ihrer Verbindungen gegeniiber 
den Fermenten des tierischen Organismus scheint darauf hinzu- 
deuten, daB von der Natur des basischen Nucleinbausteins die 
biologische Funktion bestimmter Nucleinsiuren sehr wesentlich ab- 
hiingt. Man darf daher erwarten, da die Bestimmung der ein- 
zelnen Purinbasen in verschiedenen funktionellen Zustinden der 
Organe Aufschliisse ttber die biologische Bedeutung des Nuclein- 
stoffwechsels liefern wird. Derartige Analysen haben jedoch nur 
Sinn, wenn sie vor allem die im Nucleinsiuremolekiil gebundenen 
Basen erfassen, wenn also die Analysen nach totaler Hydrolyse 
der Nucleinséuren vorgenommen werden. 

Da die chemischen Reaktionen, durch die die einzelnen Stoffe 
der Puringruppe voneinander unterschieden werden kénnen, eine 
quantitative Bestimmung dieser Stoffe nicht gestatten, wird in der 
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voriegenden Arbeit mit dem Versuch begonnen, das Verhalten 
der einzelnen Purinsubstanzen gegen tierische Fermente zur ana- 
lytischen Bestimmung der einzelnen tierischen Purinbasen zu be- 
nutzen. 


I. Mitteilung: Die Bestimmung des Guanins. 
Von 


Ernst Engel. 


Das verschiedene Verhalten der beiden Aminopurine Adenin 
und Guanin zu bestimmten Enzymen bildet eine geeignete Grund- 
laze zu ihrer quantitativen Bestimmung. Wahrend das Guanin 
durch ein in vielen Organen vorkommendes, streng spezifisches 
Enzym, die Guanase, leicht und quantitativ unter Ammoniak- 
abspaltung in Xanthin ibergefiihrt wird, bildet das Adenin unter 
der Wirkung der meisten Organextrakte kein Ammoniak. Die im 
folzenden mitgeteilten Versuche, die ich auf Anregung von Herrn 
Dr. Gerhard Schmidt unternommen habe, zeigen, da die Be- 
stimmung des unter der Wirkung der Guanase aus Organhydroly- 
saten gebildeten Ammoniaks die Menge des vorhandenen Guanins 
zu berechnen gestattet. 


1. Die Guanaselosung. 


Es gelingt leicht, eine Fermentlésung zu gewinnen, welche 
Guanin unter quantitativer Abspaltung der Aminogruppe als 
Ammoniak (also unter Bildung von Xanthin) abbaut und die aus 
keinerlei daraufhin untersuchten anderen séurebestandigen Sub- 
stanzen Ammoniak bildet. Damit erscheint die Spezifitaét der 
Guanindesaminase, die die Voraussetzung der Guaninbestimmung 
hildet, als geniigend gesichert. 

Von den im K6rper vorkommenden Aminopurinen und -pyri- 
midinen wird, wie G. Schmidt?) in einer friiheren Untersuchung 
zeigen konnte, durch Kaninchenleberextrakt nur Guanin des- 
aminiert. Liegen die Basen jedoch als Bestandteile von Nuclein- 
siuren oder von partiellen Abbauprodukten derselben vor, so kann 
die Aminogruppe sowohl aus dem Adenin- wie aus dem Cytosinkern 
fermentativ als Ammoniak in Freiheit gesetzt werden. Da aus den 


1) G. Schmidt, Diese Z. 208, 185 (1932), 
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adeninhaltigen Nucleinsiiuren unter den zur Hydrolyse der Guanin. 
verbindung angewandten Versuchsbedingungen die Purinbase stets 
quantitativ abgespalten wird, so wird die Aminogruppe des Adenins 
fiir das Ferment unangreifbar. Nicht das Gleiche gilt fiir Cytosin- 
verbindungen, die erst unter weit eingreifenderen Bedingungen als 
die Purinverbindungen in ihre Bausteine zerfallen. Da das Guanin 
bei Anwendung so eingreifender Prozeduren zerstért werden 
wirde, bleibt nur der Weg iibrig, die Fermentlésung von den- 
jenigen Enzymen zu befreien, die das gebundene Cytosin zu des- 
aminieren vermogen. Dies gelingt nach einer von G. Schmidt 
gegebenen Vorschrift. Die von G. Schmidt durchgefiihrte Priifung 
der Fermentlésung an Cytosinverbindungen erstreckt sich auf 
Hefecytosylsiure und das aus dieser durch partielle Hydrolyse ge- 
wonnene Cytosinribosid, ferner auf Thymonucleinsiure. Dagegen 
steht die Priifung am Thymonucleosid des Cytosins noch aus, 
vor allem wegen der Schwierigkeit der Materialbeschaffung. Nach 
allen bisherigen Erfahrungen darf jedoch angenommen werden, 
daB sich in frischen Organen keine wesentlichen Nucleosidmengen 
vorfinden. Es sei jedoch ausdriicklich bemerkt, daf in diesem 
Punkte die im folgenden beschriebene Methode fiir die Guanin- 
bestimmung nicht ganz exakt begriindet ist. 


Darstellung der Fermentlésung. 

Eine Kaninchenleber wird durch die Fleischmiihle getrieben und mit 
der dem 2fachen ihres Gewichtes entsprechenden Glycerinmenge 1 Stunde 
bei Zimmertemperatur geschiittelt. Man verdiinnt die Suspension mit etwa 
dem gleichen Volumen Wasser und saugt nach Zugabe von | Teil Kieselgur 
auf 3 Teile Organgewicht iiber einer hinreichend groBen Nutsche ab. Das 
Rohextrakt 14Bt sich im Eisschrank mindestens 14 Tage lang aufheben. Zur 
Guaninbestimmung werden 20 ccm des Rohextraktes mit Wasser auf das 
5fache verdiinnt und mit 10 ccm einer Suspension von C,-Tonerde nach 
R. Willstatter, K. Kraut und O. Erbacher!) tropfenweise versetzt. Der 
von der Restlésung abzentrifugierte Niederschlag wird einmal durch Ver- 
riihren mit Wasser im Zentrifugenglas gewaschen und dann mit 10 ccm 
n/5-Natriumphosphatlésung angerieben. Die Suspension 14Bt man _ unter 
haufigem Umschiitteln 30 Minuten stehen und zentrifugiert dann das Ad- 
sorbat ab. Das Zentrifugat wird mit dem gleichen Volumen Wasser verdunnt 
und als Reagens zur Guaninbestimmung benutzt. 


2. Vorbehandlung des Gewebes. 


Zur Guanin-, wie tiberhaupt zu jeder fraktionierten Purin- 
bestimmung im Gewebe, erscheint die Abtétung des Gewebes mit 
fliissiger Luft unerléBlich, da nach allen Erfahrungen, vor alle 





1) Ber. chem. Ges. 58, 2448 (1925). 
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der Embdenschen Schule, die Purinfermente nach Zerkleinerung 
des Gewebes sofort eine intensive Wirksamkeit entfalten. Nach 
der Inaktivierung und Einwage der Gewebe erfolgt die quanti- 
tative Abspaltung der Purinbasen aus den Nucleinsiiuren durch 
mehrstiindiges Kochen mit verdiinnter Schwefelsiure. Zu diesem 
Zweek wird das in flissiger Luft zerkleinerte Material (etwa 1 g, 
hei besonders guaninreichen Organen, wie Thymus, 0,5 g) in vor- 
cewogene, 10 cem 2°/,ige Schwefelsiure enthaltende Krlenmeyer- 
kélbechen von 100 cem Inhalt gebracht. Nach dem Zuriickwagen 
wird der Inhalt jedes GefaiBes in ein Kjeldahlkélbchen von 100 eem 
Inhalt quantitativ mit Hilfe von etwa 20 ccm 2°/,iger Schwefel- 
siure tbergespilt und der Fliissigkeitsspiegel markiert. Dann 
wird am RiickfluBkihler, der mit dem Kjeldahlkolben am besten 
durch einen Glasschliff verbunden ist, auf eiem Asbestdrahtnetz 
nach Zufiigen einer Glasperle und einiger Tropfen Octylalkohol 
(normaler, sekundirer Octylalkohol von Merck) 4 Stunden vom 
Beginn des Siedens gerechnet gekocht. Man achtet darauf, da das 
Volumen konstant bleibt. Nach dieser Zeit ist im allgemeinen 
die Hydrolyse beendet. Es ist erforderlich bei neuen Unter- 
suchungsobjekten die Hydrolysezeit auszuprobieren, die zur Kr- 
zielung des maximalen, konstant bleibenden Guaninwertes hin- 
reicht. In Kontrollversuchen mit der Fermentmethode konnte ich 
an reinen Guaninldésungen feststellen, da mindestens bis zu einer 
Hydrolyse von 6 Stunden keine Guaninverluste durch die [in- 
wirkung der Siure entstehen. Dagegen ist es wegen der Kmpfind- 
lichkeit des Guanins nicht méglich, die Konzentration der Schwefel- 
siure wesentlich zu erhdéhen. 

Nach der Hydrolyse mu8 das durch die Kinwirkung der Siéure 
aus stickstoffhaltigen Substanzen entstandene Ammoniak ent- 
fernt werden. Man spilt den Inhalt des Kjeldahlkélbchens in 
een langhalsigen, 500 cem fassenden Jenenser Rundkolben, in 
dem die Suspension nunmehr bis zur Beendigung der Analyse 
bleibt, quantitativ tiber und alkalisiert tropfenweise mit 33°/,iger 
Natronlauge (es sind etwa 30 Tropfen noétig), bis 1 Tropfen der 
Losung beim Tiipfeln gegen eine Alizaringelblésung gerade eine 
briunliche Farbung annimmt (px etwa = 10). Man fiigt zum 
Tiipfeln auf einer weiBen Porzellanplatte einen kleinen Tropfen 
Indicatorlésung zu einem groBen Tropfen der Untersuchungs- 
iliissigkeit. Man destilliert nun 20 Minuten im Vakuum bei einer 
Wasserbadtemperatur von 35°, wobei 5 cem n/10-Schwefelsiure 
als Vorlage dienen. 
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Nach der Entfernung des waihrend der Hydrolyse gebildetey 
Ammoniaks ist die Suspension jedoch noch nicht geniigend zur 
Exposition mit dem Ferment vorbereitet, da sich noch eine be. 
trichtliche Menge Ammoniak nachbildet. In diesem Punkte 
zeigen die Gewebe nach Saéurehydrolyse ein ganz anderes Ver. 
halten als solche, die man nicht dieser Vorbehandlung unterworfen 
hat und die nach Inaktivierung ihrer Fermente fiir lange Zeit 
einen ganz konstanten Ammoniakgehalt aufweisen. 

Nur unter ganz bestimmten, empirisch gefundenen Versuchs- 
bedingungen gelingt es, diese Ammoniakbildung der hydroly- 
sierten Gewebe soweit zum Stillstand zu bringen, wie es fiir die 
Durchfiihrung der fermentativen Guaninbestimmung ndotig ist: 
Durch die vom Ammoniak befreite Destillationsfliissigkeit wird 
nach Zusatz von etwas Octylalkohol iiber Nacht unter Vorschal- 
tung einer Waschflasche mit Natronlauge und einer zweiten mit 
verdiinnter Schwefelsiure ein kraftiger Luftstrom getrieben. Am 
nichsten Morgen werden nach Kontrolle der <Aciditaét durch 
Tiipfeln gegen Alizaringelb (welches gerade eben braun gefiirbt 
werden soll) nochmals die eventuell noch vorhandenen Ammoniak- 
spuren in der beschriebenen Weise im Vakuum ausgetrieben, wobei 
als Vorlage 5 cem n/100-Schwefelsiure dienen. Die Ammoniak- 
menge betrigt im allgemeinen weniger als 0,02 mg. Die Suspension 
wird dann 3 Stunden lang im Wasserbad von 87° exponiert (Vor- 
periode), hiernach wiederum wie oben geschildert, der Vakuumn- 
destillation unterworfen. Wenn nicht mehr als 0,02—0,03 mg 
Ammoniak ibergehen, ist die Lésung nach Abstumpfung auf 
pu = 8,8 (Priifung durch Tupfeln gegen Bromthymolblau, welches 
tiefblau, und Kresolrot, welches eben rétlich gefairbt werden soll) 
zur Digestion mit dem Ferment (Hauptperiode) bereit. Man setzt 
5 cem der Fermentlésung zu der Suspension und exponiert im 
Wasserbad von 40° 8 Stunden lang. Nach dieser Zeit ist die Des- 
aminierung des Guanins vollstandig. Man alkalisiert nun, wie oben 
beschrieben, gegen Alizaringelb und bestimmt durch Vakuum- 
destillation das unter der Einwirkung des Ferments gebildete 
Ammoniak. Den geringen Ammoniakgehalt der Fermentlosung 
stellt man in einem besonderen Kontrollansatz fest, indem man 
5cem der Enzymlésung mit 2 ccm einer gesattigten Natrium- 
phosphatlésung und 20 eem Wasser 3 Stunden lang im Wasserbad 
von 40° exponiert und ganz in der beim Hauptansatz beschriebenen 
Weise der Vakuumdestillation unterwirft. 

Die aus Guanin gebildete Ammoniakmenge erhalt man, indem 
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yon der in der Hauptperiode entstandenen Menge die in der Vor- 
periode gebildeten, sowie in der Fermentlésung enthaltenen Am- 
moniakmengen abgezogen werden. 1 ccm n/200-Natronlauge ent- 
spricht 0,7554 mg Guanin. Die zur Bestimmung verwendete 
Organmenge soll so gewihlt werden, da nicht mehr als 3 mg 
Guanin darin enthalten sind. 
Eine Wirksamkeitsprifung der Fermentlésung eriibrigt sich 
im allgemeinen, da in der beschriebenen Weise hergestellte Hlu- 
tionen nur &uBerst selten versagen. Will man jedoch die Aktivitit 
der Lésung kontrollieren, so exponiert man 5 ccm der Ferment- 
ljsung mit einer gepufferten Guaninlésung, die in folgender Weise 
bereitet wird: 5 ccm einer nach der Vorschrift von G. Schmidt 
bereiteten kolloidalen Guaninlésung werden mit 2 cem gesittigter 
Natriumphosphatlésung und 20 cem Wasser gemischt. Statt der 
kolloidalen Guaninlésung kann man auch eine iibersittigte her- 
stellen, indem man 44 mg Guanin in 10 cem 5°/,iger Schwefel- ( 
siure durch Erwarmen lést und auf 50 cem auffiillt. Fiir die Prii- 
fung der Fermentaktivitaét neutralisiert man 5 ccm der Loésung 
mit 33°/jiger Natronlauge (es geniigt der Zusatz eines Tropfens), 
versetzt mit 2ccm gesittigter Natriumphosphatlésung und 20 ccm 
Wasser. Die Verwendung der iibersittigten Lésung bietet den Vor- 
teil, daB man den Guaningehalt der Loésung durch Stickstoff- 
bestimmung nachpriifen kann. 
Die Fermentlésung ist brauchbar, wenn innerhalb von 3 Stun- 
den quantitative Desaminierung der Testlésung erfolgt. 


Experimentelle Belege. 


Bei der Ausarbeitung der Methode wurde selbstverstind- 
lich jede einzelne Phase der Bestimmung darauf gepriift, ob 
Guaninverluste entstehen. Die Versuche wurden in der Weise 
vorgenommen, da reine Guaninlésungen den einzelnen Opera- 
tionen des im vorhergehenden beschriebenen Arbeitsganges unter- 
worfen und danach unter den Expositionsbedingungen der Guanin- 
bestimmung mit Guanase digeriert werden. Stets wurde die theo- 
retisch zu erwartende Ammoniakmenge gebildet. In besonderen 
Kontrollansitzen wurde festgestellt, daB die Guaninlésungen vor 
der Digestion mit dem Ferment kein Ammoniak enthielten. Ich 
verzichte auf die Wiedergabe dieser Experimente, da ihre Ergeb- 
nisse durch Versuche zusammengefaBt werden, in denen dem 
Gewebsbrei bekannte Guaninmengen zugesetzt und unter An- 
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wendung der im Vorangegangenen gegebenen Vorschriften quanti. 
tativ wiedergefunden werden. 

Die in der vorliegenden Arbeit ver6ffentlichten Experiment 
sind in 2 Gruppen zusammengefaft: In der ersten Gruppe der 
Versuche wird der Beweis erbracht, da8 durch die angewandten 
Hydrolysebedingungen die quantitative Abspaltung der Purine 
aus den Nucleinsdéuren erreicht wird; die Ergebnisse der zweiten 
Versuchsreihe beweisen, daB dem Gewebe zugesetzte Guanin- 
mengen quantitativ wiedergefunden werden. 


1. Quantitative Abspaltung der Purinbasen aus den Nucleinsauren. 


Seit den Untersuchungen von A. Kossel?) wird zur Abspal- 
tung der Purine aus ihren Verbindungen die Hydrolyse mit ver- 
diinnten Mineralsiuren benutzt. Ks erschien jedoch als wiinschens- 
wert zu zeigen, daB auch bei den fiir die Mikroanalyse in Frage 
kommenden, éiuBerst geringen Nucleinsiurekonzentrationen die (e- 
samtheit der Purinbasen auf diese Weise erhalten wird. Die Ver- 
suche wurden an den beiden Pentosemononucleotiden Guany!- 
siiure und Muskeladenylsdure, durchgefiihrt, die eine genaue Ver- 
folzung der Purinabspaltung gestatten. 

A. Versuche an Guanylsiure. Aus einer gréBeren Anzall 
ganz gleichartig verlaufender Versuche gebe ich im folgenden ein 
Beispiel wieder: 

In den Versuchsansaitzen wurden jeweils 13,6 mg reines, ter- 
tires, guanylsaures Natrium benutzt. Bei den Kjeldahlbestim- 
mungen wurde aus der entsprechenden Menge guanylsauren 
Natriums 1,590 mg Ammoniak erhalten. Die theoretisch bei der 
quantitativen, fermentativen Desaminierung des Guaninkernes zu 
erwartende Ammoniakmenge betrigt !/; des Kjeldahlwertes, also 
im vorliegenden Versuch 0,318 mg. 

Versuch vom 27. X. 1931. 13,6 mg guanylsaures Natrium werden mit 


5 ccm Guanaseelution 3 Stunden bei 40° exponiert. Die aus der Guanylsaure 
gebildete Ammoniakmenge betragt 0,026 mg, also 8,01°/, des abspaltbaren 
Ammoniaks. 

Die gleiche Guanylsiuremenge wird nach vorangegangener 3stiindizer 
Hydrolyse mit 2°/,iger Schwefelsiure und Neutralisation unter im wbrigen 
gleichen Bedingungen der Einwirkung des Ferments unterworfen. Die Ammo- 
niakbestimmung ergab, daB durch die Saéurehydrolyse selbst kein Ammoniak 
gebildet wurde. Nach Exposition mit Guanase wurden 0,309 mg Ammoniak 
in Freiheit gesetzt, also 97,8°/, der bei vollstandiger Desaminierung zu er- 
wartenden Menge. 


1) Diese Z. 6, 422 (1882). 
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Der Versuch zeigt also, daB Guanylsiure ohne Vorbehandlung 
nur zu einem kleinen Bruchteil durch das angewandte Leber- 
ferment desaminiert wird, daB dagegen nach vorangegangener 
| siiurehydrolyse die Desaminierung quantitativ vor sich geht. Das 
“1 Ergebnis kann nur durch die Annahme eines quantitativen Ver- 
| Jaufes der Saéurehydrolyse erklirt werden. 


B. Versuche an Muskeladenylsiure. In den Versuchs- 
ansitzen wurden je 10mg Muskeladenylsiure angewandt. Die 
Kjeldahlbestimmung ergab in 10 mg der Substanz eine Stickstoff- 
menge von 1,96 mg; durch fermentative Desaminierung konnten 
aus der angewandten Adenylsiiuremenge also maximal 0,465 mg 
Ammoniak entstehen. Als Fermentpraparat wurde Acetonleber- 
extrakt angewandt, da gereinigte Guanasepraparate auf Adenyl- 
siure keine Wirkung mehr ausiiben. 

Versuch vom 11. I. 1930. Ansatz 1: 10 mg Adenylsaiure werden in 5 ccm 
Wasser gelést mit 5 ccm Acetonleberextrakt 3 Stunden bei 40° exponiert. t 
= Dabei werden 0,227 mg Ammoniak, entsprechend 48,8°/, des Maximums 
‘|. abgespalten. 

r- Ansatz 2: 10 mg Adenylsdure werden nach vorangegangener 2stiindiger 
Hydrolyse mit 2°/jiger Schwefelsiure und Neutralisation unter denselben 
sedingungen mit Fermentlésung exponiert. Die Hydrolyse selbst fiihrt zu 

il keiner Ammoniakbildung. Bei der Exposition werden 0,017 mg Ammoniak, 

Mn entsprechend 2,7°/, des Maximums frei gemacht. 

Der Versuch zeigt, daB die Desaminierbarkeit der Adenyl- 

' § siure durch 2stiindige Hydrolyse mit 2°/,iger Schwefelsiure fast 

J vollig aufgehoben wird. Diese Tatsache ist nur durch die quanti- 

' § tative Abspaltung des Adenins aus dem Nucleotidmolekiil erklir- 

' & bar; denn abgesehen von der nach den Untersuchungen von 

' § Yamagawa!), sowie von G. Embden und G. Schmidt?) sehr 

, wnwahrscheinlichen Bildung gréBerer Adenosinmengen unter den 
angewandten Hydrolysebedingungen wird Adenosin durch das an- 

' @ cewandte Fermentpraparat viel leichter desaminiert als Adenyl- 

sure. 


; 2. Kontrollanalysen an biologischem Material 
nach Zusatz bekannter Guaninmengen. 


Durch die im folgenden mitgeteilten Versuchsergebnisse wird 
(ler Beweis erbracht, daB bei Anwendung der oben beschriebenen 
Methodik das Guanin quantitativ erfaBt wird. Da8 die Guanin- 


1) J. of biol. Chem. 48, 339 (1920). 
2) Diese Z. 181, 130 (1929). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCVIII, 16 
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bestimmung am gleichen biologischen Material zu gut reproduzier. 
baren Werten fiihrt, geht aus den Versuchen 1—6, sowie Ver. 
such 10 der Tabelle 1 hervor, die als Doppelanalysen am gleichen 
Material angestellt sind. Im allgemeinen weichen die Werte um 
nicht mehr als 5°/, voneinander ab; in Versuch 8, der an Kalbs- 
thymus angestellt wurde, betragt der Fehler beinahe 7°/,, doch 
ist zu beriicksichtigen, daB die eingewogenen Organmengen in 
diesem Versuch so gering waren, da die — trotz des hohen Guanin- 
gehaltes — beobachtete, relativ groBe Abweichung der Doppel- 
werte dadurch erklirt werden kann. Fiir die Beurteilung der Zahlen- 
werte mu darauf hingewiesen werden, daB es sich um Bestim- 
mungen an Gewebsbrei handelt und daB bis zum Augenblick der 
Einwage keine besonderen Ma8nahmen zur Hintanhaltung_post- 
mortaler Fermentvorginge getroffen wurden. Da in vielen Organen 
sehr wirksame, guaninabbauende Enzyme vorkommen, diirfen die 
so erhaltenen Werte nicht ohne weiteres auf das lebende Gewebe 
iibertragen werden, bei der Anwendung der Guaninbestimmung 
auf biologische Probleme miissen die Organfermente vor der Zer- 
kleinerung so rasch wie mdglich inaktiviert werden. Am besten 
eignet sich hierzu die Zerkleinerung des Gewebes in fliissiger Luft 
nach dem von Embden und seinen Mitarbeitern angewandten 
Verfahren. 

Sicherlich diirfen jedoch grobe Unterschiede zwischen den in 
der vorliegenden Arbeit niedergelegten Guaninwerten als biologisch 
bedingt betrachtet werden. Wie von vornherein zu erwarten ist, 
zeigt von den untersuchten Organen die Thymus weitaus den 
héchsten Guaningehalt. Er betrigt (Versuch 3) etwa 0,49/). Abn- 
liche Werte wurden in vielen anderen, hier nicht wiedergegebe- 
nen Analysen erhalten. Im Gegensatz dazu enthalt das als be- 
sonders guaninarm bekannte Muskelgewebe nur etwa 0,02—0,03° , 
(Versuch 1 und 8). Dieser Befund darf bei dem hohen Gehalt 
des Muskels an Basen, vor allem Adeninverbindungen, als _ be- 
sonders wichtiger Beweis fiir die Annahme angesehen werden, dal 
die nach der beschriebenen Methode erhaltenen Ammoniakmengen 
ausschlieBlich auf die Desaminierung des Guanins zu beziehen sind. 

Die Versuche 7—9 der Tabelle sind in der Weise angestellt, 
daB in einem Kontrollansatz das von vornherein im Gewebe vor- 
handene Guanin festgestellt wurde, wahrend in einem zweiten An- 
satz (in der Tabelle durch den BuchstabenZ neben der in Vertikal- 
reihe 4 angegebenen Einwage des Organbreies gekennzeichnet) 
dem Gewebsbrei vor der Hydrolyse 5 ccm einer Guaninlésung von 
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genau bekanntem, durch N-Bestimmung kontrolliertem Gehalt zu- 
gefiigt werden. Auch im Z-Ansatz wurde dann die Guaninbestim- 
mung durchgefiihrt. Aus dem im Kontrollansatz festgestellten 
Prozentgehalt an Guanin laBt sich die im Z-Ansatz praformiert 
enthaltene, absolute Guaninmenge berechnen; die Differenz 
zwischen dem im Z-Ansatz gefundenen und dem fiir das prafor- 
mierte Guanin berechneten Werte mu dann die zugesetzte Guanin- 
menge ergeben. Ein Vergleich zwischen den in Vertikalreihe 7 
und 8 verzeichneten Werten der zugesetzten und wiedergefundenen 
Guaninmenge zeigt, daB die Abweichungen 5°/, nicht wbersteigen. 
Es sei darauf hingewiesen, daB dieses giinstige Ergebnis daraut 
zuriickzufiihren ist, daB die zugesetzten Guaninmengen ein Melir- 
faches der praformierten betragen. Diese Versuchsanordnung ist 
aber fiir den Zweck der Experimente erlaubt, denn es kommt ja 
in den zuletzt beschriebenen Experimenten nicht auf die Fest- 
stellung an, mit welcher Fehlerbreite die praformierten, son- 
dern die zugesetzten Guaninmengen bestimmt werden koénnen. 
Zusammenfassung. U1 

Es wird eine Mikromethode zur Bestimmung des nach Saure- 
hydrolyse in Geweben enthaltenen Guanins beschrieben. 








Die Urikolyse. 
II. Mitteilung. 


Von 


) W. Schuler. 


Mit 3 Figuren im Text. 





(Aus dem Laboratorium der Medizinischen Klinik der Universitat Erlangen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. April 1932.) 


Der als Urikolyse bezeichnete fermentative Abbau der Harn- 
siure (I) zu Allantoin (II) durch das urikolytische Ferment 











Urikase 

HN——CO NH, 

| | ' | O 

‘ y Urikase ' —_— 
7 rs +O+ H,O—CO, ” ai ’ me 
HN——C——_NH” HN——C——_NH” 

H 
I II 


muB sich aus drei Teilreaktionen zusammensetzen: Oxydation, 
Hydrolyse und Decarboxylierung. 


In friiheren Untersuchungen konnten K. Felix, Fr. Scheel 
und W. Schuler?) zeigen, daB die Teilreaktion der Oxydation 
von der darauffolgenden der Decarboxylierung experimentell zu 
trennen ist. Die Oxydation verliuft optimal bei px 8,9, die 
Decarboxylierung bei pa 9,9. Nach Ablauf der oxydativen 
Reaktionsphase muB in der Reaktionslésung (Oxydationslésung) 
ein Zwischenprodukt vorhanden sein, das erst in zweiter 
Phase in Allantoin iibergeht. Dieses Zwischenprodukt, dessen 
Konstitution bisher nicht erwiesen werden konnte, ist von physio- 
logischer Bedeutung. Es stellt das erste Produkt eines fermen- 
tativen Angriffes auf das Purinskelett selbst dar und kénnte da- 


1) Diese Z. 180, 90 (1928). 











238 W. Schuler, 


durch einen neuen Weg zur Beantwortung der noch ungeklirten 
Frage der biologischen Purinsynthese eréffnen, denn haufig be- 
schreitet der Organismus zum Auf- und Abbau einer Substanz 
den gleichen Weg. Eine Synthese des Purinskelettes scheint. be; 
Siugetier und Mensch stattzufinden. Dagegen hat sich kein 
bindender Nachweis finden lassen, daf im Purinstoffwechsel der 
Menschen und anthropoiden Affen das Skelett der Purine an- 
gegriffen wird, wozu Siugetiere, Echinodermen und Aktinien‘) 
durch ihr Ferment Urikase befahigt sind. 

Im folgenden seien Versuche mitgeteilt, die zur Isolierung 
des vermuteten Zwischenproduktes fiihren sollten. Dem standen 
zwei Schwierigkeiten im Wege. Einmal gestattet die Schwer- 
léslichkeit der Harnsaéure und ihrer Salze nur ein Arbeiten in 
stark verdiinnter Lésung. Die zweite Schwierigkeit war dadurch: 
gegeben, daf Leber als Fermentpriparat eine groBe Menge 
Ballaststoffe zufiihrt. Es muBte versucht werden, das oxydierende 
Ferment aus der Leber zu extrahieren und den Leberextraki 
weitgehend zu reinigen. Da eine geniigende Reinigung nicht 
gelang, fiihrten Isolierungsversuche nicht zum Ziel, sondern nur 
zu einer Charakterisierung des Zwischenproduktes. 


I. Die Urikooxydase. 


Das die oxydative Reaktionsphase bedingende ‘'eilferment 
der Urikase méchte ich Urikooxydase nennen, auch wenn es 
sich nach H. Wielands Theorie um ein hydratisierendes und 
dehydrierendes Ferment handeln sollte. 


Die Wirksamkeit verschiedener Fermentpraparate muBte vergleichbar 


bestimmt werden. Es wurde daher eine Versuchsanordnung ausgearbeitet, 
die es gestattet, unter immer konstanten Versuchsbedingungen mit kleinen 
Substrat- und Fermentmengen den Vorgang der Oxydation durch direkte 
Messung des verbrauchten Sauerstoffvolumens exakt zu erfassen. Diese Ver- 


suchsanordnung sowie die Methode der elektrometrischen Einstellung aller 


Lésungen auf px 8,9 mit dazu konstruierter Pt-H-Titrierelektrode werden 
spater gesondert besprochen. 

Folgendes Beispiel zeigt die Abhangigkeit des oxydativen 
Reaktionsverlaufes von der Fermentmenge bei der gewihlten Ver- 
suchsanordnung: 


Ich setzte als Ausdruck vergleichender Wirksamkeitsbestimmungen i! 
obiger Versuchsanordnung empirisch eine Fermenteinheit fest und definiere: 





1) §. J. Przylecki, Arch. Int. Physiol. 27, H. 2 (1926). 
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1 Urikooxydaseeinheit (Uo.-E.) ist diejenige Fermentmenge, durch 
deren Wirkung bei bestimmten konstanten Bedingungen 
in 0,5 Stunden 0,5 cem (Uo.-E.)o,5 
~ ie 1,0 cem (Uo.-E.)1,0 


Sauerstoff (0°, 760 mm) (entsprechend einem Abbau von 7,51 mg Harnsaure) 
verbraucht werden. 
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Fig. 1. Kurve I: 250 mg Leberpulver, 19°/ 724. 
Kurve II: 125 mg Leberpulver, 19,5°/ 722. — Kurve III: 75 mg Leberpulver, 18°/725. 





Die Urikooxydasemenge eines Praparats berechnet sich demnach aus; 


i (Uo.-E.)p 5 
x 
0 ama: (Uo.-E.); 9 


wobei 2, und 2, verbrauchte Menge Sauerstoff (0°, 760 mm) in Kubikzenti- 
metern in 0,5 bzw. 1 Stunde Versuchsdauer bedeuten. 
Urikooxydasewert (Uo.-W.) = (Uo.-E.)/g Leberpulver. 


Extraktionsversuche: 


Vorversuche, die schon in der I. Mitteilung erwaihnt wurden, 
haben ergeben, daB durch Extraktion von Schweineleber mit 
Boratpufferlésung px 8,9, dem Optimum der oxydativen Re- 
aktionsphase, ein Extrakt gewonnen wird, der relativ reich an 
Urikooxydase und arm an decarboxylierendem Fermente ist. 
Weitere Versuche zeigten, daB die Extraktion der Urikooxydase 
noch besser gelingt, wenn die Aufschlimmung des Leberpulvers 
vor der Pufferung mit Kalilauge auf px 8,9 gebracht wird. Am 
giinstigsten ergab sich die Extraktion von 5 g Lebertrockenpulver 
mit 50 ccm Extraktionslésung bei 11/,stiindigem Schiitteln im 
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Thermostaten, einer Temperatur von 37° und unter Toluolzusatz. 
Der Extrakt behalt im Eisschrank unter Toluol nur wenige Tage 
seine Wirksamkeit. 

Reinigungsversuche: 

Eine groBe Zahl von Versuchen diente der Aufgabe, eine 
moglichste Reinigung der Urikooxydase zu erzielen. Jede Lésung 
und jeder Riickstand wurden auf Menge und Reinheitsgrad des 
darin enthaltenen Fermentes gepriift. Der Reinheitsgrad kommt 
in dem Quotienten (Uo.-E.)/mg Ges.-N zum Ausdruck und ergibt 
durch Vergleich mit dem Reinheitsgrad der Ausgangslésung den 
Faktor der Reimigung. Die Schwierigkeit der Reinigung der 
Urikooxydase erforderte Versuche mit den verschiedensten Fer- 
mentreinigungsmethoden: 

1. Fallungsversuche, 

2. Aussalzungsversuche, 

3. Permutitreinigungsversuche, 

4. Verdauungsversuche, die Ballaststoffe durch Verdauung 
zu entfernen, 

Dialysierungsversuche, 
Adsorptionsversuche (nach Willstatter), wobei es ledig- 
lich gelang, eine 1,5fache Reinigung zu erzielen. 


or 


oS 


II. Charakterisierung des gesuchten Zwischenproduktes. 


Bei Aufarbeitung der Oxydationslésung hat sich ergeben, daf 
sofort nach Beendigung der oxydativen Teilreaktion das ein- 
gestellte px 8,9 nur bei sehr starker Pufferung noch vorhanden 
war. Im anderen Falle findet man nach Ablauf der Oxydations- 
phase px-Werte, die je nach zugegebener Puffermenge zwischen 
7,5 und 8,5 liegen. Die geringe Menge von Kohlensaure, die auch 
in der ersten Reaktionsphase frei wird, kann diese Verschiebung 
der aktuellen Reaktion allein nicht bedingen und es muB an- 
genommen werden, daB das Zwischenprodukt eine starkere 
Saéure ist als Harnsdure. 

Bei Isolierungsversuchen wurde auch die Kohlenséureabgabe 
beachtet. Mit der neuen von D. D. van Slyke?) angegebenen 
Apparatur konnte die Kohlenséurebildung unter verschiedenen 
Bedingungen in der Oxydationslésung gemessen werden. Ks er- 
gab sich, daB beim Anséuern der Oxydationslésung mit Mineral- 


1) J. of biol. Chem. 78, 121 (1927); Derselbe u. J. Sendroy, ebenda 73, 
127 (1927). 
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jure in kurzer Zeit Kohlensiure gebildet wird, wahrend beim 



































ve 

oe Stehen der Oxydationslésung bei px 8,9 dies sehr langsam erfolgt. 
Das Zwischenprodukt wird also in saurer Lésung leicht 
decarboxyliert. 

“ Die Teilreaktion der Hydrolyse bei der Urikolyse lieB daran 

“ denken, daB einer der Ringe der Harnséure hydrolytisch gedffnet 


: wird. Eine Hydrolyse mu8 zur Bildung einer freien Aminogruppe 
; fihren, die mdglicherweise einem Harnstoffrest angehért. Eine 
solche Verbindung konnte ein schwer ldsliches Xanthydrolderivat 
bilden. Wird die stark essigsaure Oxydationslésung mit Xant- 
hydrol versetzt, so fallt nach langerem Stehen Dixanthylharnstoff 
in 68°/, Ausbeute aus. Der gefallte Harnstoff ist nicht etwa frei 
in der Oxydationslésung vorhanden, da er mit Urease nicht nach- 
weisbar ist. Aus dem Zwischenprodukt wird daher in 
stark essigsaurer Loésung bei lingerem Stehen Harn- 
stoff abgespalten. 

In der Oxydationslésung ist die von M.R. Fosse und 
\. Bossuyt?) angegebene Reaktion auf Allantoin deutlich positiv. 
Da im Verlaufe der oxydativen Teilreaktion Kohlensaéure in etwa 
15—20°/, d. Th. gebildet wird, kénnte Allantoin schon in der 
Lésung vorhanden sein. Da es sich aber bei dieser Probe um 
eine Farbreaktion auf Glyoxylséure handelt und diese durch 
alkalisehe und darauffolgende salzsaure Hydrolyse in der Wiairme 
aus Allantoin neben Harnstoff gebildet werden muB, so kénnte 
der starke Reaktionsausfall dadurch bedingt sein, daB das 
Zwischenprodukt selbst nach alkalischer und darauf- 
folgender saurer Hydrolyse in Harnstoff und Glyoxyl- 
siure zerfallt. 

Welche Bedeutung die hier mitgeteilten Eigenschaften des 
Zwischenproduktes fiir die Weiterbearbeitung der Frage nach der 
Natur des Zwischenproduktes haben, soll in der Zusammen- 
fassung Erwaéhnung finden. 

Es seien an dieser Stelle noch einige Versuche mitgeteilt 
und zwar tiber: 


Harnsaureribosid und Urikooxydase. 


Durch das liebenswiirdige Entgegenkommen von Herrn 
Professor K. Felix?) stand mir eine kleine Menge des von 





1) C.r. Acad. Sci. 26, XII (1928). 
2) Herrn Prof. K. Felix sei auch an dieser Stelle fiir die Uberlassung des 
kostbaren Praparates bestens gedankt. 
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St. R. Benedikt!) dargestellten Harnsiureribosids zur Ver. 
figung. Es war von Interesse zu priifen, ob diese auch dem 
menschlichen Organismus nicht fremde Substanz durch Uriko- 
oxydase oxydiert wird. | 

Die Menge von 0,13 g Harnsaureribosid gestattete nur wenige 
Versuche, deren Resultat jedoch eindeutig sein dirfte. Es ergal 
sich, dafs Harnsaéureribosid und Urikooxydase nicht mehr Sauer. 
stoff verbrauchten als Harnséureribosid allein und Urikooxydase 
allein. Eine fermentative Oxydation des Harnsiureribosids findet 
also nicht statt, was noch durch folgende Gegenprobe bestitigt 
wird: Hydrolysiertes Harnsiureribosid verbraucht mit Unriko- 
oxydase unter Abzug der von den Leerversuchen verbrauchten 
Menge Sauerstoff pro Mol 4/, Mol Sauerstoff, was der Oxydation 
der Harnsiure entspricht. 

Die Allantoinreaktion nach Fosse und Bossuyt war in der 
Oxydationslésung bei dem nicht vorher hydrolysierten Harnsiure- 
ribosid negativ, bei dem mit Salzsiure in seme Komponenten ¢ge- 
spaltenen positiv — ein weiterer Beweis dafiir, daB das Ferment 
nur im zweiten Falle wirksam war. Urikooxydase ist also spezi- 
fisch auf Harnsiure eingestellt. 


Experimenteller Teil. 
A. Methodisches. 


I. pp-Einstellung: Jedes neue Leberpulver wurde in Aufschlimmung 
elektrometrisch titriert und so eine Kurve gewonnen, aus der die fiir jedes px 
zur Einstellung nétige Menge n/10-Kalilauge direkt abzulesen ist. 

Zur elektrometrischen Titration habe ich die in Fig. 2 dargestellte Platin- 
wasserstofftitrierelektrode konstruiert. 

In a wird die zu titrierende Lésung eingegeben und der Gummistopfen / 
gut eingepaBt. Er halt in einer Bohrung den Agarheber c, der in die Kaliun- 
chloridwanne taucht, in der zweiten zentralen Bohrung die Spitze der Biirette d. 


Diese mu luftblasenfrei gefiillt sein. Der Verbindungsschlauch von a nach / 


wird durch eine Arterienklemme e geschlossen und Wasserstoff bei geéffnetem 
Hahn g eingeleitet. Der Wasserstoff driickt die Fliissigkeit aus f in a, durch- 
perlt sie und entstrémt dem gedffneten Hahn h. Der Raum um die Platin- 
elektrode i wird von Wasserstoff eingenommen und die Elektrode gesiattigt. 
Nach etwa 10 Minuten schlieBt man den Hahn g und sofort darauf den Hahn /. 
Durch kurzes Offnen der Schlauchklemme e wird der Uberdruck in f aus- 
geglichen, der Flissigkeitsspiegel stellt sich in f und a in gleicher Héhe — in ' 
unabhangig davon in einer bestimmten Héhe ein. Die Elektrode wird eben 
eingetaucht und py gemessen. Bei offenen Hahnen g und h/ wird nun von neuet! 
Wasserstoff durch das GefaB geleitet und so die Fliissigkeit durchmischt. Dabei 


1) J. of biol. Chem. 54, 595 (1922). 
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]a8t man eine bestimmte Menge Lauge oder Saure aus der Biirette d einlaufen. 
Nach SchlieBen der Hahne g und A und Druckausgleich durch kurzes Offnen 
bei e stellt sich der Fliissigkeitsspiegel in i in gleicher Héhe ein wie vorhin. Es 
erfolgt die zweite Messung und ebenso die folgenden. 

Eine kleine Ausfiihrung der Elektrode gestattet die elektrometrische 
Titration von 1ccm Lésung. Die Platinelektrode kommt bei der ganzen 
Messung nur mit Wasserstoff in Beriihrung, weshalb die Einstellung nach der 
ersten Messung schnell erfolgt. 
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Fig. 2. Platin-Wasserstoff-Titrierelektrode Fig. 3. Apparatur. 
nach W. Schuler. 


II. Messung des Sauerstoffverbrauches einer Harnsaure- 
Fermentlésung: Die Versuche wurden in einer besonderen Apparatur 
angestellt (Fig. 3). 

Die Apparatur besteht aus besonders konstruierten ReaktionsgefiBen R, 
die in einem Thermostaten 7'h von 37° bei konstanter Temperatur geschiittelt 
werden und mit Gasbiiretten B durch Druckschlauch verbunden sind. 

Der Thermostat 7h besteht aus einer Kupferwanne a, die von einem 
Holzkasten b umgeben, durch Kork isoliert ist. Das staéndig zuflieBende Wasser 
wird dauernd stark geriihrt. Der Thermoregulator besteht aus einem mit 
Toluol gefiillten Glasrohr c, das den Boden der Wanne rahmenartig einfaBt 
und von dem aus in einigen Zentimetern Abstand je ein Glasrohr d bis fast an 
die Oberflache des Wassers reicht. Diese senkrechten Glasrohre sind durch 
ein Gitter e gegen StoB gesichert. Die Ausdehnung des Toluols bei Temperatur- 
schwankungen iibertragt sich auf Quecksilber in einer Capillare und betatigt 
ein Relais. Die Konstanz des Thermostaten betragt bei gleicher AuBentempe- 
ratur etwa 1/s99°. 

Die Biiretten B sind in 1/,;9) cem eingeteilt. Als Absperrfliissigkeit 
dient Brodiesche Lésung. Die Biiretten stehen durch den Dreiwegehahn f 
je mit einem ReaktionsgefiB oder mit dem Schlauch g in Verbindung, welch 
letzterer immer von Sauerstoff durchstrémt wird und zur Fiillung dient. h ist 
das Gegengewicht der Niveaubirne /. 
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Die ReaktionsgefaBe R, deren Form aus der Figur hervorgeht, sing 
mit eingeschliffenen Stépseln k und Vakuumhahn/ versehen. In Messing. 
biigel m eingespannt sind sie an der Schiittelstange n befestigt. Ein Druck. 
schlauch verbindet jedes ReaktionsgefaB8 mit einer Gasbiirette. 

Bei geschlossenem Hahne 1 befindet sich in o die Harnsaurepufferlésung, 
in p die Leberextrakt-Pufferlésung. Durch entsprechende Stellung von Hahn / 
sind ReaktionsgefaB und Biirette mit Sauerstoff gefillt verbunden. 

Die GefaBe werden so lange geschiittelt, bis sich die Temperatur yo)! 
ausgeglichen hat und der Stand der Sperrfliissigkeit in der Birette konstant 
bleibt. Nun wird unter Wasser Hahn / geéffnet, wodurch Fermentlésung zy 
Substratlésung lauft, ohne daB eine Voluminderung erfolgen darf. Der Stand 
der Sperrfliissigkeit in der Biirette in diesem Momente stellt den Ausgangswert 


dar. Alle Viertelstunden wird der Stand der Sperrfliissigkeit sowie der von 


Temperatur und Barometer abgelesen. 
Neben jedem Vollversuch lauft ein Leerversuch mit Fermentlésung und 
ww) 


Puffer allein, ohne Harnsaure. Der Sauerstoffverbrauch des Leerversuches 
wird von dem des Vollversuches abgezogen. 


B. Versuche. 


I. Fermentaktivitat der Leber: Als Fermentpraparat wurde fast 
ausschlieBlich Schweineleber verwandt, die méglichst sofort nach Tétung des 
Tieres schnell mit Aceton und Ather getrocknet wurde. 

Das so gewonnene Lebertrockenpulver (L.T.P.) ist in verschlossenen 
Flaschen lange Zeit haltbar, gewinnt sogar manchmal an Wirksamkeit. 


Versuchsreihe 1. 
Ansatz: a) 5,0 cem Harnsaurelésung (25 mg U) px 8,9. 
b) 250 mg L.T.P., 0,88 cem n/10-KOH, 
9,12 ccm Boratpuffer px 8,9. 


Versuchsreihe 2. 


Ansatz: a) analog 1. 
b) 125 mg L.T.P., 0,44 cem n/10-KOH, 
9,56 ccm Boratpuffer px 8,9. 


Versuchsreihe 3. 


Ansatz: a) analog 1. und 2. 
b) 75 mg L.T.P., 0,26 com n/10-KOH, 
9,74 ccm Boratpuffer px 8,9. 
Von jeder Versuchsreihe wurden 5—10 Versuche angestellt, daneben 
lief je 1 Leerversuch, der statt Harnsiure Pufferlésung enthielt. 
Alle Versuche wurden bis zur Beendigung der Reaktion durchgefiihrt. 


Urikooxydasewert des Lebertrockenpulvers: 
Aus 1. 0,5 Stunden; 1,01 ccm 0°/760; 2,02 (Uo.-E.) 250 mg L.T.P. 
= 8,1 (Uo.-W.). 
0,5 Stunden; 0,55 ccm 0°/760; 1,10 (Uo.-E.) 125 mg L.T.P. 
= 8,8 (Uo.-W.). 


Aus 3. 0,5 Stunden; 0,31 cem 0°/760; 0,62 (Uo.-E.) 75 mg L.T.P. 
= 8,3 (Uo.-W.). 
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g- Tabelle I. 
k. (Vgl. Fig. 1.) 
y -oaktions- Sauerstoffverbrauch abziiglich Leerversuch 
' ; sailed lina ena on 
| zeit 250 mg Leber | 125 mg Leber 75 mg Leber 
1] in Min. | ccm 19°, 721mm Hg cem 19,5°, 722 mm Hg cem 18°, 725mm Hg 
nt —— pe A ———— ar i = 
AY 15 0,59 0,31 
d 30 1,16 0,60 0,35 
m 45 1 64 0,90 
60 1,83 1,19 0,70 
7 75 1,91 
90 1,92 1,62 1,01 

id 120 1,92 1,85 1,28 
eS 150 =—s » ma 1,94 | 1,50 

180 = 1,66 ccm (0 ’ 760) 1.94 1,70 

210 = 24,96 mg Harns. - _ 1.82 

540 = 1,685 cem (0°, 760) 185 

270) = 25,30 mg Harns. 1.90 
st 300 1,90 
‘$ = 1,67 cem (0°, 760) 

= 24,98 mg Harns. 





Reinheitsgrad des Lebertrockenpulvers. 
(Uo.-W.) = 8,3 
1,0 g Leberpulver = 136 mg N/Ges. 


(Uo.-W.) 8,3 
mg N/Ges. 136 | — 

II. Extraktionsversuche: Die Extraktion des L.T.P. wurde mit 
Boratpufferlésung ausgefiihrt, der die elektrometrisch titrierte Menge n/10-KOH 
fiir py 8,9 zugesetzt wurde (Extraktionslésung). 

Zu einem Versuche wurde die 125 mg L.T.P. entsprechende Menge des 
jeweiligen Extraktes verwandt. 

Die angegebenen (Uo.-W.) stellen jeweils das Mittel aus 5—10 Ver- 











suchen dar. 
Tabelle II. 
Menge Menge der | &xtraktions- — 
: Extraktions- ‘ (Uo.-W.) 
| L.T.P. een zeit a aks 
in g ie enn in Stunden — 
5 300 5 10,2 
5 300 ] 10,0 
5 200 ] 10,1 
5 100 1 10,0 
5 50 1 10,0 
5 50 2 10.2 
5 50 3 9,9 
5 50 4 10,2 
5 50 1/, 9.1 
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Reinheitsgrad des Leberextraktes. 
Der Extrakt von 5 g L.T.P. mit 50 com Extrakt.-Lésung 11/, Stunden 
im Thermostaten bei 37° geschiittelt enthalt in 10 ccm 
(1,0 g L.T.P.) 67,2 mg N/Ges. (Uo.-W.) = 10,2 
(Uo.-W.) 
mg N/Ges. 
Kohlenséurebestimmungen in der Oxydationslésung: Unter 
verschiedenen Bedingungen wurde in der Oxydationslésung Kohlensiure 
bestimmt. In folgender Tabelle sind die gefundenen Werte in Prozent der 
Theorie angegeben. 


= 0,153.2,5fache Reinigung der Leber. 


Tabelle III. 








Stehen der Oxydationslésung 





Bei der Bestimmung CO, 

















Reskbinn | Zeit | Temp. verwandte Saure | °/, d. Th. 
1. Alkal. px 8,9 0 | 21° Milchsaure 17,8 
2. Alkal. px 8,9 4 Stdn. 21 verd. Schwefelsaure N7,7 
3. Schwefelsauer 4 Stdn. 21 Milchsaure 44.5 
4. Schwefelsauer 10 Min. 70 Milchsaure 80,5 
5. Schwefelsauer 9 Stdn. | 37 Milchsaure 89,2 





Bei Bestimmung 3, 4 und 5 wurde die Oxydationslésung in einem ver. 
schlossenen Gefi8 durch Offnen eines Hahnes mit verdiinnter Schwefelsiure 
angesiuert, die entsprechende Zeit bei entsprechender Temperatur stehen 
gelassen und die entstandene Kohlensaéure in dem gleichen verschlossenen 
GefiB durch Umkippen eines Kalilauge enthaltenden Glaschens absorbiert. 
Ein Kohlensaéureverlust war damit ausgeschlossen. 

Die als Kaliumcarbonat vorhandene Kohlenséure wurde dann nach 
D. D. van Slyke bestimmt. Die in der Fermentlésung als Leerversuch nach 
gleicher Art ermittelte Kohlenséure wurde in entsprechender Menge als 
Korrektur vom Hauptversuch abgezogen. 

Fallung von Harnstoff mit Xanthydrol: 1. Oxydationslésung 
(50 mg Harnsaéure entsprechend) mit 20 ccm Eisessig und 2 ccm Tanretlésung 
versetzen, vom Niederschlag abfiltrieren. Zum Filtrat 90 ccm Eisessig und 
20 ccm 6°/,ige essigsaure Xanthydrollésung zugeben. Nach langerem Stehen 
fallt ein Niederschlag, der abgesaugt, mit absolutem Alkohol und Ather ge- 
waschen wird. Schmelzp. 261°, Mischschmelzp. 261° Menge 80,5 mg Di- 
xanthylharnstoff. 

Harnstoff: Gef. 11,66 mg Ber. 17,86 mg 65,2°/, 
» 11,59 mg - 64,8 


2. Oxydationslésung (25 mg Harnsaure entsprechend) mit Essigsiure 
genau auf Methylrot neutralisiert, Urease zugeben und 1 Stunde im Thermo: 
staten bei 37° gehalten. 

Die Destillation ergab kein Ammoniak. 

Bei beiden Versuchen ist der entsprechende Leerversuch beriicksichtigt. 

Harnsaureribosid und Urikooxydase: Die Versuche mit Harn- 
siureribosid wurden in der gleichen Versuchsanordnung durchgefiihrt wie alle 
Harnsaureversuche. 
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Es wurde neben Harnsaureribosid auch solches verwandt, das 4 Stunden 
in salzsaurer Lésung unter Kochen hydrolysiert und so in seine Komponenten 
gespalten war. 

In folgender Tabelle sind die Ergebnisse von Versuchen mit je 21,0 mg 
Harnsaureribosid in 10 ccm Pufferlésung py 8,9 und 5 ccm Urikooxydase- 
losung nach 4 Stunden (23°/746 mm Hg) zusammengestellt. 


Tabelle IV. 





Harns.-Ribos. 


Harns.-Ribos. hydrolysiert |Harns.-Ribos.|Urikooxydase 


mit Urikooxydase allein allein 


ccm mg | ccm, mg | ccm, mg | ccm! mg 








Sauerstoffverbrauch | 0,72 | 0,950 | 1,77 | 2,225 | 0,42 0,528 | 0,26 | 0,327 


Sauerstoffverbrauch | 
abzgl. Leerversuch | 0,04 | 0,050 | 1,09 | 1,370 
| 
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Allantoinreaktion . negativ positiv negativ negativ 
Zusammenfassung. 


I. Das ,,Urikooxydase“ benannte Teilferment der Urikase 
konnte aus Lebertrockenpulver extrahiert werden. Eine praktisch 
verwertbare Reinigung des Fermentes war nicht médglich. 

II. Es konnten einige Eigenschaften der Oxydationslésung 
festgestellt werden, die dem Zwischenprodukte zukommen miissen. 
Das Zwischenprodukt bei der Urikolyse muB: 

1. Eine starkere Saéure sein als Harnsiure. 

2. In saurer Lésung leicht Kohlensaiure abspalten. 

3. In stark essigsaurer Lésung nach einiger Zeit Harnstoff 

abspalten. 

4. Die von M. R. Fosse und V. Bossuyt angegebene Re- 

aktion auf Allantoin geben. 

III. Harnséureribosid nach St. R. Benedikt wird von 
Urikooxydase nicht angegriffen. 

Vorerst haben sich der Darstellung eines sicher vorhandenen 
Zwischenproduktes bei der Urikolyse auch bei der milden Art 
des fermentativen Vorgehens uniiberwindliche Schwierigkeiten in 
den Weg gestellt. Es mu8te daher ein anderer Weg der Be- 
arbeitung gesucht werden. Auf einen solchen haben mich die in 
der Oxydationslésung festgestellten typischen Eigenschaften des 
Zwischenproduktes hingewiesen; denn sie sind einem Zwischen- 
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korper sehr aéhnlich, den R. Behrend und H. Biltz bei Oxydatioy 
der Harnsaure in alkalischer Lésung vermuten. Dessen Isolieruns 
scheinen weniger groBe Schwierigkeiten im Wege zu stehen. 

Die folgende Mitteilung tiber die Oxydation der Harnsiiure 
in alkalischer Lésung berichtet dariiber. 


Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft, die mir dic 
notwendigen Apparate zur Verfiigung stellt, sei auch an dieser 
Stelle mein Dank zum Ausdruck gebracht. 


Die Oxydation der Harnsaure in alkalischer Lésung. 
Von 
W. Schuler und W. Reindel. 


(Aus dem Laboratorium .der Medizinischen Klinik der Universitat Erlangen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. April 1932.) 


Bei der Oxydation von Harnsiure mit Kaliumpermanganat 
in alkalischer Lésung erhalt man je nach den eingeschlagenen 
Versuchsbedingungen zwei verschiedene Oxydationsprodukte, A]- 
lantoin (I) oder Uroxansdure (II). 
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Die Umwandlung von Harnsiure in Allantoin erfolgt auch 
fermentativ mit molekularem Sauerstoff und stellt den Vorgang 
der Urikolyse dar. Es ist sehr naheliegend anzunehmen, daB der 
chemische Abbau der Harnsiure in alkalischer Lésung wie der 
fermentative den gleichen Weg beschreiten. In beiden Fallen 
handelt es sich um je drei Teilreaktionen: Oxydation, Hydrolyse 
und Decarboxylierung. Die oxydative Teilreaktion ist nicht nur 
dem fermentativen und chemischen Abbau der Harnsiure zu 
Allantoin gemeinsam, sondern auch der Umwandlung der Harn- 
siure in Uroxansiure und so muB nach der Permanganatoxydation 
und wohl auch nach Ablauf der fermentativen Oxydation ein 
Zwischenprodukt vorliegen, das ebenso in Allantoin wie auch 
in Uroxansaure ibergefiihrt werden kann. 

Dieses Zwischenprodukt ist biologisch und chemisch von 
groBem Interesse. Bei fermentchemischem Vorgehen konnte zwar 
der eine von uns (Sch.*) nach der oxydativen Reaktionsphase in 
der Loésung einige typische Eigenschaften feststellen, die dem 
Zwischenprodukte zukommen miissen; doch ist die Isolierung 
desselben auf diesem Wege vorerst nicht gelungen. Daher wurde 
die Isolierung eines Zwischenproduktes nach chemischer Oxydation 
versucht, da hier stérende Begleitstoffe nicht im Wege stehen. 

Die Permanganatoxydation der Harnsiure schien ebenfalls 
wenig Aussichten auf Erfolg zu haben, wie aus der groBen Zahl 
der dariiber vorliegenden Arbeiten zu schlieBen ist. R. Behrend?) 
suchte 1904 erstmals nach einem Zwischenprodukte, fir das er 
hypothetisch die Formel einer Oxy-glykoluril-carbonsaure vor- 
schlug, eines Derivates des Glykolurils bzw. des Acetylen-diureins. 


COOH 
HN——6—_NH 
oc< | >CO 
or H 
OH 


Aus ihr 14Bt sich sowohl die Bildung von Allantoin als auch die 
von Uroxansiure leicht ableiten. Auch erklirt sie die von 
E. Fischer und Fr. Ach?) festgestellte Tatsache, daB 1- und 
7-Methylharnséure zu 8-Methylallantoin, 3- und 9-Methylharn- 


1) Diese Z. 208, 237 (1932). 
2) Liebigs Ann. $88, 141 (1904); Derselbe u. R. Schultz, ebenda 865, 


21 (1909). 
3) Ber. chem. Ges. 82, 2745 (1899). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCVIII. 
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siure dagegen zu 1-Methylallantoin oxydiert werden. Von 
R. Behrend und R. Zieger!) wurde auch bereits gezeigt und 
von H. Biltz und F. Max?) bestatigt, daB die Bildung dieses 
Zwischenproduktes durch Oxydation der Harnsiure an der 
Doppelbindung nicht wie zu erwarten iiber Harnséureglykol er- 
folgen kann. In der Folgezeit hat sich H. Biltz*) mit einer Reihe 
von Mitarbeitern eingehend mit der Frage nach der Konstitution 
des Zwischenproduktes befaBt und immer wieder versucht, das- 
selbe zu isolieren. H. Biltz konnte viele Anhaltspunkte dafiir 
angeben, da der von R. Behrend angenommene Korper mit 
groBer Wahrscheinlichkeit existiert und bezeichnet ihn als Oxy- 
acetylen-diurein-carbonsaéure. Den bindenden Nachweis _ ihres 
Vorhandenseins konnte er aber nicht erbringen. 

Wenn wir trotz der genannten Arbeiten auch von uns aus 
versuchten das Zwischenprodukt zu fassen, so geschah es auf 
Grund folgender Uberlegung: 


Wie in vorhergehender Arbeit*) von dem einen von uns (Schuler) beob- 
achtet wurde, bedarf die Harnsaéurefermentlésung eimer auBergewohnlich 
starken Pufferung, da anderenfalls die H’-Konzentration nach abgelaufener 
Oxydation auffallend zunimmt. Unter Annahme des von Behrend und Biltz 
vorgeschlagenen Zwischenproduktes erklart sich diese Beobachtung damit, 
daB die 2-basische Harnséure in Oxy-acetylen-diurein-carbonsaure _ iiber- 
gegangen ist, diese aber 3-basischen Charakter haben muB. Die 3-basische 
Natur derselben 14Bt sich erstens daraus ableiten, daB das zwei 5-Ringe ent- 
haltende Acetylen-diurein (I) nach H. Rheineck‘*) ein 2-Silbersalz bildet, 
zweitens aus der Tatsache, daB das einen 5-Ring enthaltende Allantoin nur ein 
1-Silbersalz bildet. Endlich spricht auch die von H. Biltz e.s.°) mit der 
5-Ringformel erklarte 2-basische Natur der Alloxanséure (II) dafiir. 





H COOH 
HN——C——NH | 
I occ | >CO Il HOC—NH 
HN— C— NH | ~CO 
H OC-—NH 


Die Oxy-acetylen-diurein-carbonséure enthailt wie Acetylen-diurein zwei 
5-Ringe und wie Alloxanséure eine Carboxylgruppe. 

Wenn man also eine Harnsaurelésung, die auf 1 Mol Harnséure 3 Mol 
Lauge enthalt, oxydiert hat (Oxydationslésung), so miissen Schwermetall- 
salze das gesuchte Zwischenprodukt, wenn iiberhaupt, so ohne Beimengung 


1) Liebigs Ann. 410, 337 (1915). 

*) Derselbe u. F. Max, Ber. chem. Ges. 53, 1964 (1920); Derselbe u. 
R. Robl, ebenda 58, 1971 (1920); F. Max, ebenda 54, 2454 (1921); H. Schan- 
der, J. prakt. Chem. 106, 108 (1923); G. Schiemann, ebenda 113, 77 (1926). 
3) Diese Z. 208, 237 (1932). 

*) Liebigs Ann. 184, 221 (1865). 

5) Liebigs Ann. 418, 71 (1917). 
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yon Metallhydroxyd oder Oxyd ausfallen. Die Auswahl der zur Salzbildung 
dienenden Metalle braucht also nicht, wie H. Biltz und G. Schiemann!) 
angeben, mit Riicksicht darauf beschrankt zu werden, da8 aus vermeintlich 
zu alkalischer Lésung gefallt werden muB. 

Diese Uberlegung veranlaBte uns, die Fallung des gesuchten 
Zwischenproduktes gerade mit jenen Metallsalzen zu versuchen, 
die H. Biltz e. s. ausgeschlossen haben, obgleich wir von vorn- 
herein mit einer starker alkalischen Harnsiurelésung wie Biltz 
arbeiteten. 

Tatsichlich gelang es uns das gesuchte Zwischenprodukt aus 
der Oxydationslésung mit Cu, Pb, Co, Hg und Ag zu fallen und 
die Silberfallung als ein Salz der Oxy-acetylen-diurein-carbonsiiure 
zu identifizieren. Erwahnt sei hier im Anschlu8 an unsere obige 
Uberlegung, daB die stark alkalische Oxydationslésung nach 
Fillung mit der berechneten Menge Sublimatlésung schwach 
sauer reagiert. 

Bei Anwendung von 1 Mol Harnsiure, 3 Mol Kalilauge und 
etwas mehr als der berechneten Menge Silbernitrat erhielten wir 
das 8-Silbersalz des Zwischenproduktes in 80°/, Ausbeute. Wir 
konnten auch ein 2-Silbersalz darstellen, wenn wir die Oxydations- 
lisung gegen Lackmus neutralisierten und mit weniger Silber- 
nitrat fallten, als die Theorie fiir die Bildung eines 2-Silbersalzes 
fordert. Schon die fiir ein 2-Silbersalz theoretisch nétige Menge 
Silbernitrat fiihrt zur Bildung eines Gemisches aus dem 2- und 
3-Silbersalz. So ist auch erklarlich, daB die Ausbeute an 2-Silber- 
salz nur 30°/, d. Th. betrigt. Beide Salze gleichen sich in ihren 
Eigenschaften. Das Folgende gilt daher fiir beide Salze, wenn 
nicht ausdriicklich anders vermerkt. 

DaB es sich bei dem Silbersalze tatsichlich um ein Salz der 
Oxy-acetylen-diurein-carbonséure handelt, geht aus folgenden 
Tatsachen hervor: 

1. Die Eigenschaften des Silbersalzes stimmen nicht auf 
Silbersalze anderer Ko6rper, deren Entstehung mdglich gewesen 
wire und die wir zum Vergleich darstellten. 

2. Die Elementaranalysen stimmen auf ein Silbersalz der 
Oxy-acetylen-diurein-carbonséure, nicht aber auf ein Produkt, 
dessen einer Ring hydrolytisch aufgespalten ist. 

8. Mit Saéuren entwickelt das Silbersalz beim Erwarmen 
langsam, aber deutlich sichtbar in charakteristischer Weise 





1) J. prakt. Chem. 113, 84 (1926). 
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Kohlenséure, ein einfacher Beweis dafiir, daB die labile Carb. 
oxylgruppe noch am Molekil vorhanden ist. 

4. In saurer Lésung 1aBt sich aus dem Silbersalze nach Ent. 
fernung des Silbers unter Kohlenséiureabspaltung Allantoin dar. 
stellen. 

5. In alkalischer Lésung kann nach Entfernung des Silbers 
Uroxansaure dargestellt werden. 

6. Das Silbersalz gibt die Allantoinreaktion nach M. R, 
Fosse und V. Bossuyt.!) Der Nachweis von Harnstoff verliuft 
negativ, erst nach langem Stehen erfolgt Fallung. 

Frisch gefallt ist das Silbersalz ein farbloses, amorphes Pulver, 
das sich bei Belichtung gelbbraun, dunkelbraun bis fast schwarz 
firbt. Eine wesentliche Veraénderung der analytischen Zusammen- 
setzung erfolgt dadurch nicht. In Wasser ist das Salz praktisch 
unléslich, doch reagiert die waBrige Aufschlammung schwach 
alkalisch. In den gebraéuchlichen organischen Losungsmitteln ist 
es unléslich. Die Unldslichkeit vereitelte bisher alle Versuche zur 
Umkristallisation. Pyridin lést schwer, doch unter chemischer 
Verinderung. Nach mehrtigigem Stehen der Pyridinlésung 
scheiden sich wenig kleine Nadelchen, die wir bis jetzt nicht 
identifizieren konnten, neben Silberoxyd und metallischem 
Silber aus. Séuren lésen das Salz unter chemischer Verinderung, 
worauf wir bei der Allantoindarstellung zuriickkommen. In 
Ammoniak, Cyankali und Natriumthiosulfat lést es sich wie an- 
dere schwer ldsliche Silbersalze. Das Salz ist hygroskopisch. 
Seine Trocknung vor der Analyse machte Schwierigkeiten, da zu 
langes Verweilen im Exsiccator iiber Phosphorpentoxyd zwar 
eine vollige Trocknung, aber auch geringen Stickstoffverlust  be- 
dingte, wovon wir uns durch Analyse verschieden lange ge- 
trockneter Priparate iiberzeugen konnten. 

Bei den Elementaranalysen?) ist zu beriicksichtigen, daB eine 
hygroskopische, nicht umkrystallisierbare Substanz  vorliegt, 
deren Prozentgehalt an Wasserstoff (0,58°/,) sehr niedrig ist. Die 
etwas zu hohen Wasserstoffwerte der Analysen sind also verstind- 
lich. Die geringe Erniedrigung der gefundenen Stickstoffwerte 
ist, wie erwihnt, durch Trocknung iiber Phosphorpentoxyd be- 
dingt. Die Analysen bestitigen die auf Grund der Fahigkeit zur 
Bildung eines 3-Silbersalzes gemachte Annahme, daB keiner der 


1) C. r. Acad. Sci. 26, XII (1928). 
2) Herrn Privatdozenten A. Rieche danken wir auch an dieser Stelle 


fiir die Ausfiihrung von Mikroanalysen. 





Ges 














Die Oxydation der Harnsaéure in alkalischer Lésung. 258 


beiden 5-Ringe gedffnet ist; denn simtliche Ag- und C-Werte 
der Analysen sind héher, als sie einem Produkte mit hydrolytisch 
cedffnetem Ringe zukommen. 

Allantoin ]éBt sich aus dem Suilbersalze mit verschiedenen 
Siuren darstellen. Die beste Ausbeute an Allantoin erhalt man 
durch Behandlung des silberbefreiten Produktes mit Essigsaure. 
Die Ausbeute betraigt dann 75°/, d. Th. Die Charakterisierung 
erfolgte auf Grund der Krystallform und des Mischschmelzpunktes 
mit remem Allantoin. 


Es gelang uns bis jetzt nicht, das als Vorstufe des Allantoins denkbare 
Oxy-acetylen-diurein 








H 
HN C——NH 
Ooc< | ->CO 
HN C—NH 
OH 


nachzuweisen. Nach vorsichtiger CO,-Abspaltung aus der angesiuerten 
Oxydationslésung ergaben Silberfallungen nur das 1-Silbersalz des Allantoins. 
Vielleicht lassen sich noch Versuchsbedingungen ermitteln, bei welchen CO, 
unter Erhaltung des Acetylendiureinsystems abgespalten wird, wenngleich wir 
glauben, daB CO,-Abspaltung und Ringéffnung gegenseitig bedingt schnell 
aufeinander folgend verlaufen. 

Bei der Allantoinbildung aus dem Zwischenprodukt ist eine Verschiebung 
der H’-Konzentration in umgekehrtem Sinne zu beobachten, wie wir sie bei 
der Bildung der Oxy-acetylen-diurein-carbonséure aus Harnséure kennen 
gelernt haben. Aus der mit verdiinnter Salpeterséure schwach angesauerten 
Oxydationslésung scheiden sich iiber Nacht Allantoinkrystalle ab und die 
Lésung reagiert gegen Lackmus schwach alkalisch. Saéuert man von neuem 
schwach an, so scheidet sich wieder Allantoin ab und die Lésung wird wieder 
alkalisch. Aus der 3-basischen Oxy-acetylen-diurein-carbonsaure entsteht das 
l-basische Allantoin. 


Die Uroxansauredarstellung aus dem Silbersalze ist besonders 
schwierig, da in alkalischer Lésung eine quantitative Entfernung 
des Silbers als Oxyd nicht médglich ist und beim Einengen der 
stark alkalischen Lésung metallisches Silber unter Weiteroxydation 
des Zwischenproduktes ausfallt, wahrend die Entfernung des 
Silbers in saurer Lésung zwar quantitativ mdglich ist, aber zu 
Verlusten fiihren mu8. Trotzdem gelang es, Uroxansiéure darzu- 
stellen und war die Ausbeute nach Entfernung des Silbers in 
saurer Lésung besser als nach solcher in alkalischer Lésung. Sind 
schon die aus der Literatur ersichtlichen Ausbeuten!) nur 25 bis 
27°/, d. Th., obgleich die Oxydationslésung direkt verarbeitet 


1) R. Behrend, Liebigs Ann. 388, 153ff. (1904); H. Biltz, Ber. chem. 
Ges. 58, 1953 (1920). 
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wurde, so ist unsere Ausbeute von 16°/) d. Th. unter den ge. 
nannten Umstanden befriedigend. Die Uroxansaéure wurde durch 
Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt und durch das in rauten-. 
formigen Blattchen krystallisierende Silbersalz charakterisiert. 

Die von M. R. Fosse und V. Bossuyt') gefundene Reaktion 
auf Allantoin beruht auf dem Nachweis von Glyoxylsiure mit 
sehr empfindlicher Farbreaktion nach alkalischer und folgender 
saurer Hydrolyse des Allantoins. 


Die alkalische Hydrolyse 6ffnet den 5-Ring, die saure macht durch 
Harnstoffabspaltung Glyoxylsaure frei. Wie wir feststellen konnten, ist die 
Reaktion nicht fiir Allantoin spezifisch, sie ist auch positiv bei Alloxansiure, 
Uroxansaiure und besonders auch bei Oxy-acetylen-diurein-carbonsaure; denn 
aus ihr entsteht bei alkalischer Hydrolyse Uroxansaure, die bei saurer Hydro- 
lyse unter CO,-Abspaltung in Harnstoff und Glyoxylsaure zerlegt wird. Die 
positive Reaktion der Oxydationslésung (nach fermentativer wie chemischer 
Oxydation) und des Silbersalzes des Zwischenproduktes riihrt daher nicht von 
schon gebildetem Allantoin her. Uroxansiure und uroxansaures Silber unter- 
scheiden sich dadurch, daB die Farbreaktion auf Glyoxylsaure schon nach nur 
saurer Hydrolyse positiv ausfallt. 


Harnstoff ist nach saurer Hydrolyse des Silbersalzes und 
Kntfernung des Silbers mit Xanthydrol fallbar. Auch ohne saure 
Hydrolyse erfolgt nach lingerem Stehen der stark essigsauren 
Loésung Fiallung. 

Welche Stellen des Ringsystems der Oxy-acetylen-diurein- 
carbonsiure mit Silberatomen besetzt sind, kénnen wir bis jetzt 
nicht nachweisen, da Methylierungsversuche noch zu keinem ver- 
wertbaren Resultate fiihrten. Wir machen uns von der Kon- 
stitution des Silbersalzes folgendes Bild, 





COOAg 
HN J——_NH 
OC<— | >CO 
AgN C—NAg 


H 


da H. Biltz®) nachwies, daB Silber an das Stickstoffatom tritt, 
welches zwischen zwei mit Sauerstoff verbundenen C-Atomen stelit. 
Die Oxy-acetylen-diurein-carbonsiiure ist chemisch wie physio- 
logisch von groBem Interesse. 
Chemisch ist der Oxydationsmechanismus, der zu_ ihrer 
Bildung aus Harnsiure fiihrt, interessant. Am einfachsten ware 
Harnsiiureglykol als Vorstufe der Oxy-acetylen-diurein-carbon- 


1) C. r. Acad. Sci. 26, XII (1928). 
2) Ber. chem. Ges. 48, 1999 (1910). 
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siure anzunehmen. Dies ist jedoch nicht der Fall, wie R. Behrend 
und R. Zieger a. a. O. zeigen, H. Biltz und F. Max a. a. O. be- 
stitigen konnten und wie uns eigene Versuche erwiesen haben. 
Es kénnte dies ein Hinweis sein, daB auf eine Hydratisierung der 
Doppelbindung des Harnsiiuremolekiils eine Dehydrierung im 
Sinne H. Wielands folgt, die ihrerseits die in der Harnsaure- 
relhe bekannte!) Ringverkleinerung bedingt. 

Physiologisch kénnte die Oxy-acetylen-diurein-carbonsiure 
als Zwischenprodukt auch bei der Urikolyse auftreten. DaB Harn- 
siureglykol, sein Dimethylather sowie Spiro-5,5-dihydantoin als 
Zwischenprodukt nicht in Frage kommen, wurde in einer von 
K. Thomas zusammengestellten biologischen Versuchsreihe?) be- 
wiesen. Oxy - acetylen - diurein-carbonséure dagegen wird als 
Zwischenprodukt auch bei der Urikolyse durch die von dem einen 
von uns (Sch.) festgestellten Eigenschaften der fermentativen 
Oxydationslésung wahrscheinlich gemacht. 

Wir werden demnichst iiber die Darstellung eines Alkali- 
salzes der Oxy-acetylen-diurein-carbonséiure sowie iiber deren 
physiologische Bedeutung in dieser Zeitschrift berichten. 


Beschreibung der Versuche. 


Darstellung des 3-Silbersalzes. 2,1 g Harnsaure (12,5 Millimol) werden 
in 90 ccm Wasser aufgeschlammt und mit 10,5 ccm 20°/jiger Kalilauge 
(37,5 Millimol) versetzt. Nach vélliger Lésung der Harnséure wird auf 0° 
abgekiihlt und bei einer Temperatur von 0 bis + 5° mit 26 ccm 5°/jiger 
Kaliumpermanganatlésung (ber. Menge) oxydiert. Wenn die Ausflockung des 
Braunsteins beendet ist, wird filtriert und mit 100 ccm 10°/,iger Silbernitrat- 
losung (Theorie 64 ccm) gefallt. Der farblose Niederschlag wird in einem 
engporigen Glasfiltertiegel abgesaugt, 3mal mit Wasser, 2mal mit absolutem 
Alkohol und endlich mit wasserfreiem Ather gewaschen. Die Trocknung erfolgt 
in einem dunklen Exsiccator zunachst iiber Calciumchlorid, dann 3 Stunden 
im Hochvakuum iiber Phosphorpentoxyd. Zu langes Verweilen iiber Phosphor- 
pentoxyd im Vakuum ruft geringe Zersetzung hervor. Die Ausbeute betragt 
80°/, der Theorie. 

I. 1. 0,2090, 0,1490 g Subst.: 0,1284, 0,0919 g Ag. — 2. 12,290 mg 
Subst.: 4,58 cem n/20-Ba(OH), = 1,374 mg C; 17,930 mg Subst.: 7,302 mg 
CO,, 1,785 mg H,O. — 3. 13,698, 5,189 mg Subst.: 1,196 ccm N (19°, 760 mm), 
0,469 cem N (21,°, 760 mm). 

II. 1. 0,2502 g Subst.: 0,1542 g Ag. — 17,360 mg Subst.: 7,174 mg CO,, 
1,700 mg H,O. — 3. 27,6 mg Subst.: 14,02 com n/70-HCl = 2,804 mg N. 

III. 1. 0,1986 g Subst.: 0,1222 g Ag. — 2. 14,174 mg Subst.: 5,861 mg 
CO,, 1,844 mg H,O. — 3. 5,352 mg Subst.: 0,505 com N (22°, 734 mm). 


1) H. Biltz, M. Hein u. M. Bergius, Liebigs Ann. 418, 75 (1917). 
*) H. Brinig, F. Einecke, F. Peters, R. Rabl, K. Viehl, Diese Z. 
174, 94 (1928). 
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C,H,0;N,Ag, Ber. Ag 61,92%/, C 11,48 H 0,58% N 10,729), 
Gef. I. a) ,, 61,44 ,, 11,18 ,, 10,43 
. b) ,, 61,68 ,, 11,11 ,, 0,86 ,, 10,50 
, I.  ,, 61,63 ,, 11,28 «4, 1,09 ,, 102 
» Il. ,, 61,53 ,, 11,28 ,, 1,06 ,, 10,55 


Darstellung des 2-Silbersalzes. 4,2 g Harnsaure (25 Millimol) werden in 
185 ccm Wasser aufgeschlammt und mit 13,5ccm 20°/jiger Kalilauge 
(67,5 Millimol) versetzt. Nach vélliger Lésung der Harnsaure wird auf 0° ab- 
gekiihlt und bei einer Temperatur von 0—5° mit 52 ccm 5°/jiger Kalium- 
permanganatlésung (berechnete Menge) oxydiert. Wenn die Ausflockung des 
Braunsteins beendet ist, wird filtriert. Die fast farblose Lésung wird dann 
mit verdiinnter Salpetersdéure vorsichtig gegen Lackmus neutralisiert und mit 
etwa 40 ccm 10°/,iger Silbernitratlésung versetzt (das ist ungefahr die Halfte 
der fiir ein 2-Silbersalz berechneten Menge, da Zugabe von mehr Silbernitrat- 
lésung schon zu teilweiser Bildung eines 3-Silbersalzes fihrt). Der farblose 
Niederschlag wird wie das 3-Silbersalz abgesaugt, gewaschen und getrocknet. 


Ausbeute etwa 35°/,. 


0,1530 g Subst.: 0,0788 g Ag — 19,8 mg Subst.: 13,24 ccm n/70-HCl 
= 2,648 com N. — 19,1 mg Subst.: 12,40 ccm n/70-HCl = 2,48 mg N. 


C;H,O;N,Ag, Ber. Ag 51,89°/, N 13,479, 
Gef. 9 51,50 ” 13,4, 13,0°/, 


Darstellung von Allantoin aus dem 3-Silbersalz. 4 g 3-Silbersalz werden 
in etwa 40 ccm Wasser aufgeschlimmt und mit 1,7 g Kochsalz (Theorie 1,32 g) 
versetzt. Durch Zugabe von 5 ccm 50°/j)iger Essigsiure wird alles Silber in 
Chlorid verwandelt und kann durch Filtration entfernt werden. Durch 20 bis 
30 Minuten langes Erwirmen der Lésung auf dem siedenden Wasserbade wird 
die Kohlensiure abgespalten. Beim Abkiihlen krystallisiert Allantoin, das an 
seiner typischen Krystallform sofort zu erkennen ist, in 75°/,iger Ausbeute 
(Schmelzp. 230° unter Zers.). Nach dem Umkrystallisieren betragen Schmelz- 
punkt und Mischschmelzpunkt mit reinem Allantoin 233° unter Zers. 

Darstellung von Allantoin aus dem 2-Silbersalz. 0,4 g 2-Silbersalz 
werden in etwa 4 com Wasser aufgeschlimmt und mit 0,15 g Kochsalz (Theorie 
0,112 g) versetzt. Durch Zugabe von 0,5 ccm 50°/,iger Essigséure wird alles 
Silber in Chlorid verwandelt. Nach dem Filtrieren mu8 die Kohlensaure 
durch 5—10 Minuten langes Erwarmen auf dem siedenden Wasserbade in 
Freiheit gesetzt werden. Beim Abkiihlen der Lésung krystallisieren sofort 
0,05 g Allantoin, das seine charakteristische Krystallform zeigt. Die Mutter- 
lauge liefert nach dem Ejinengen auf dem Wasserbade nochmals 0,05 g. 
Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt mit reinem Allantoin 230° unter Zers. 


Ausbeute 67°/, der Theorie. 

Darstellung von Uroxansdure aus dem 3-Silbersalz. 3g Silbersalz werden 
in 50 ccm Wasser aufgeschlimmt, mit 2,5 g KCl (Theorie 2,4 g) versetzt und 
auf 0° abgekiihlt. Dann wird mit 2,5 ccm 50°/,iger Essigsiure angeséuert und 
unter weiterer Kiihlung fest geschiittelt. Hat sich das Silberchlorid geballt, so 
wird in 10 ccm 20°/,ige Kalilauge kalt filtriert und mit 25 com Eiswasser nach- 
gewaschen. Die Lésung muB so lange auf dem Wasserbade eingeengt werden, 
bis beim Abkiihlen uroxansaures Kali auskrystallisiert. Nach dem Absaugen 
der Krystalle kann aus der Mutterlauge nach weiterem Einengen noch etwas 
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uroxansaures Kali isoliert werden. Die beiden Anteile werden in wenig Wasser 
gelést und durch iiberschiissige konzentrierte Salzsiure wird Uroxansaure in 
Freiheit gesetzt. Sie krystallisiert sofort in typischer Weise. Schmelzpunkt 
und Mischschmelzpunkt mit reiner Uroxanséure 162° unter Zers. Ausbeute 
16°/, der Theorie. 

Die Uroxansaure kann noch durch Uberfiihrung in ein Silbersalz charak- 
terisiert werden, das man durch Loésen der 2bdasischen Saéure in der ent- 
sprechenden Menge Kalilauge und Fallen mit iiberschiissiger 5°/,iger Silber- 
nitratlésung in rautenférmigen Blattchen erhalt. Schmelzpunkt 178° unter 
Zers. nach vorheriger, bei 150° beginnender Braunfirbung. Die Substanz 
schmilzt nicht ganz durch, da festes Ag,O zuriickbleibt. 

0,1760 g Substanz gaben 0,0868 g Ag. 

C;H,O,N,Ag, Ber. 49,73°/, Ag Gef. 49,32°/, Ag 


Zusammenfassung. 

Seit langem wird bei der Oxydation der Harnsiure in alka- 
lischer Lésung ein Zwischenprodukt vermutet, das den Ubergang 
zu Allantoin wie auch zu Uroxansaure vermittelt. Es ist chemisch 
wie physiologisch von groBem Interesse und konnte bisher nicht 
isoliert werden. 

Es ist uns gelungen, dieses Zwischenprodukt als Silbersalz 
zu isolieren und den Beweis zu erbringen, daB ein Salz der Oxy- 
acetylen-diurein-carbonséure vorliegt. Die Oxydation der Harn- 
sure in alkalischer Lésung muB also wie folgt formuliert werden. 

















Harnsaure. Oxy-acetylen-diurein-carbonsaure 
COOH 
HN——CO 
| | +0 HN — é NH 
of, te ee 
HN——C-——_Ni | 
OH 
| 
— CO; __| +/H,O 
Y Y 
H,N COOH 
| oO | 
OC C——NH H,N—OC—HN—C—NH—CO—NH, 
| | CO | : 
HN——-C——_NH COOH 
H 
Allantoin Uroxansaure 


Die Arbeit wurde mit Mitteln des Kuratoriums fiir wissen- 
schaftlche Arbeiten an der Universitaét Erlangen durchgefiihrt. 
Wir méchten auch an dieser Stelle unseren Dank dafiir aussprechen. 

Auch der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sei 
fir die zur Verfiigung gestellten Apparate bestens gedankt. 
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Uber Desmo-pepsin und Desmo-kathepsin. 
(I. Abhandlung: Zur Kenntnis zellgebundener Enzyme 
der Gewebe und Driisen.) 
Von 
Richard Willstitter und Margarete Rohdewald. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22. April 1932,) 


Theoretisecher Teil. 


Die unldslichen, protoplasmatisch verankerten Enzyme waren 
bis vor kurzem sehr wenig erforscht und sie schienen der Unter- 
suchung wenig zuginglich. An den Beispielen der leukocytéren 
Amylasen und Trypsine wurde in unseren letzten Arbeiten!) der 
Versuch begonnen, die Merkmale solcher intracellulérer Enzyme zu 
bestimmen und ihre Umwandlung in lésliche Enzyme zu verfolgen. 
In diesem Zusammenhang erstreckten sich vergleichende Versuche 
in einigen Fallen auf die zellgebundenen Enzyme von Driisen und 
Organen, z. B. das unldsliche Trypsin der Pankreasdriise. Im 
folgenden sollen Beobachtungen mitgeteilt werden, die sich auf 
das Vorkommen unldslicher, namlich plasmagebundener Enzyme 
in der Magenschleimhaut beziehen. 

Pepsin ist bekanntlich glycerinléslich. Diese Eigenschaft 
kommt aber nur einem Teil des in der Magenschleimhaut. und ihren 
Driisen enthaltenen Enzyms zu, dem sezernierten und dem fiir die 
Sekretion fertigen Anteil. Unsere Methode, das unldsliche Pepsin 
aufzusuchen, schlieBt sich an die Erfahrungen an, die sich bei der 
Gewinnung des Desmo-trypsins aus Leukocyten ergeben haben. 
Zum Ausziehen des Pepsins aus der mit Aceton entwiisserten und 
erst im getrockneten Zustand zerkleinerten Schleimhaut dient uns 
wasserfreies Glycerin. Die Abtrennung der entstandenen Lésung 


1) Diese Z. 208, 189 (1931) und 204, 181 (1931/32). 
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kann nur unter Verdiinnen erfolgen, namlich auf etwa 50°/5. Das 
Verdiinnen und Abtrennen mit der Centrifuge mu zur Unter- 
driickung autolytischer Vorgiinge unter sorgfiltiger Kihlung er- 
folgen, und die mit wasserhaltigem Glycerin durchtrinkten Schleim- 
hautreste miissen sofort durch Behandlung mit Alkohol, Aceton 
und Ather von neuem entwiissert werden. Wiederholt man dann 
die Behandlung mit 100°/,igem Glycerin, so geht wieder Pepsin in 
Losung, beim dritten Male nur noch wenig oder fast nichts mehr, 
beim vierten Male gar nichts mehr. Die so mit Glycerin erschépfend 
extrahierte Schleimhaut weist noch einen hohen Gehalt an Pepsin 
und Kathepsin auf, némlich an Desmo-enzymen. Sie zeigen dieselbe 
Wirkung auf Proteine und ungefahr dieselbe px-Abhingigkeit dabei 
wie die bekannten Lyo-enzyme. 

Mengenbestimmung, Mengenvergleich gibt es leider beim Pepsin 
noch nicht. Zahlenbeispiele lassen sich geben fiir das Wirkungs- 
vermégen der nur getrockneten, nicht weiter behandelten Schleim- 
haut, fiir die Pepsinwirkung der Glycerinausziige und fiir das 
Wirkungsvermoégen der erschépfend mit Glycerin bearbeiteten 
Schleimhaut, also des Desmo-pepsins. Aber man kann nicht aus 
den beobachteten Caseinspaltungen auf Prozentanteile der Lyo- 
und Desmo-fraktionen schlieBen. Die entgegenstehenden Schwierig- 
keiten sind von mehrfacher Art. Die Reaktionskinetik des Pepsins 
ist vom Reinheitsgrad abhangig.1) Die vorkommenden Systeme 
von Enzymen, Aktivatoren und Hemmungsk6rpern sind trotz zahl- 
® reicher Kinzelbeobachtungen, die sich in der Literatur finden, un- 
| @ genigend bekannt. Es gibt noch keine sichere Pepsinbestimmung 
| fiir Praéparate verschiedener Reinheitsgrade, naémlich noch keine 
Bestimmung mit ausgleichender Aktivierung, keine Bestimmung 
des maximalen Wirkungsvermégens. Endlich wire es auch nicht 
erlaubt, aus gleichen Wirkungen von Lyo- und Desmo-pepsin auf 
das Vorhandensein ahnlicher Mengen von Lyo- und Desmo-enzym 
zu schlieBen. Unsere Pepsinmessungen haben also nur den Sinn 
von Schatzungen. 

Von Desmo-pepsin wird durch Einwirkung von 0,1°/,iger Salz- 
sdure bei 0° ein Teil in Losung iibergefiihrt, und zwar wahrscheinlich 
| ohne autolytischen Vorgang, nur durch die Elektrolytwirkung. 
| Ferner entstehen Pepsinlésungen unter Bedingungen sowohl von 
| Pepsin-, wie von Kathepsinwirkung. Es ist wohl nicht anzunehmen, 
: daB es nur ein einziges Desmo-pepsin gibt, aber es sind noch nicht, 





1) Vgl. J. H. Northrop, J. Gen. Physiol. 2, 471 (1920); The Harvey 
Lectures of the Harvey Soc. 21, 36 (1925/26). 
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wie bei anderen Enzymen, verschiedene Fraktionen desselben 
unterschieden. 

Fir die iiblichen Methoden zur Gewinnung von Pepsin hat 
man, wie es scheint, noch keine Erklarung gesucht, aber sie werden 
sich jetzt gut verstehen lassen. Eines der wichtigsten Verfahren ist 
das von C. A. Pekelharing?): er bereitete ,,kiinstlichen Magen- 
saft‘‘ durch 5 Tage dauerndes Digerieren der Magenschleimhaut mit 
viel 0,5°/,iger Salzsiure bei 37°. Dies ist gewi8 nicht Auflésung 
von léslich vorhandenem Enzym, sondern iiberwiegend Freilegung 
von Lyo- aus Desmo-pepsin durch Pepsinwirkung unter den dafiir 
giinstigsten Bedingungen. Natiirlich arbeitet man ahnlich zur 
technischen Pepsingewinnung, um nicht einen groBen Teil des 
Enzyms, den unldslichen, mit den Schleimhautresten zu verwerfen. 

Ein anderes Verfahren ist die von v. Wittich?) angewandte 
Glycerinextraktion, und zwar die Einwirkung von Glycerin 
unbekannten Wassergehalts auf die feuchte Magenschleimhaut. 
Nach von Wittich kann ,,die Erneuerung des Glycerinaufgusses 
monatelang fortgesetzt werden“ und liefert ,,1mmer neue wirksame 
Fliissigkeiten‘‘. Was dabei vor sich geht, ist wieder kein einfacher 
Lésungsvorgang, sondern autolytische Freilegung von Lyo-pepsin, 
wahrscheinlich infolge von Kathepsinwirkung. 

Der Nachweis des Desmo-pepsins stiitzt die vor kurzem in 
unserer VII. Abhandlung iiber Enzyme der Leukocyten gegebene 
Erklarung*) von der Natur und dem Verhalten der zellgebundenen 
Enzyme. Der unldsliche protoplasmatische Komplex des Desmo- 
pepsins wird durch autolytische Vorginge angegriffen und ab- 
gebaut, ohne daB die aktive Gruppe des Enzyms zerstért oder 
wesentlich beeintraéchtigt wird. Es fragt sich, welcher kolloide 
Trager fiir die Aktivitét des Pepsins unentbehrlich ist. Natirlich 
findet sich das Pepsin vergesellschaftet mit Proteinen und begleitet 
von Proteinabbauprodukten. Ist aber Protein ein notwendiger 
Bestandteil des Pepsins ? 

Fiir diese Frage sind die erfolgreichen Untersuchungen von 
J. H. Northrop‘) von groBer Bedeutung. Northrop hat aus dem 
nach C. A. Pekelharing, also schon durch energische Auto- 
proteolyse dargestellten kiinstlichen Magensaft oder aus ver- 
mutlich ahnlich gewonnenem technischem Pepsin schéne Priaparate 
von Pepsin dargestellt, die nichts anderes waren als krystallisiertes 


1) Diese Z. 22, 233 (1896/97). 2) Pfliigers Arch. 2, 193 (1869). 
3) Diese Z. 204, 181 (1931/32) und zwar S. 187. 
4) J. Gen. Physiol. 18, 739 (1930); 18, 767 (1930); 14, 713 (1931). 
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EiweiB. Zu seiner SchluBfolgerung ,,The proteolytic activity is a 
property of the protein molecule itself** hat Herr Northrop uns 
in wertvollen brieflichen Mitteilungen nihere Erliuterung gegeben. 
Er sagt von seinen ver6ffentlichten Versuchen: 


»,lthey seem to me to show quite conclusively that the crystals are not 
mixtures or solid solutions of a small nonprotein molecule with a protein, 
nor an adsorption complex of a small molecule with a protein. Since the 
substance has the general physical and chemical properties of proteins I 
called it a protein. If all the molecules present have these protein charac- 
teristics then the proteolytic property and the general protein properties 
are properties of the same molecule in the sense that the peculiar properties 
of hemoglobin are a property of the molecule of the protein, hemoglobin. 
These experiments, however, do not furnish any information as to the existence 
or nonexistence of any characteristic active group in the molecule nor of the 
structure of the molecule and I did not intend to imply that the material 
was a simple protein, like egg albumin. It would have expressed my meaning 
more clearly, perhaps, had I said ,,The proteolytic properties and the protein 
properties are both attributes of the same molecule“. 

It is quite possible that the substance consists of a special prosthetic 
group combined with a simple protein as is the case with hemoglobin. This 
possibility is discussed on page 764 of my paper. It is also possible that the 
activity is a property of the molecule as a whole in analogy with colored 
compounds, and that a specific active group cannot be isolated“. 

Von der zitierten Stelle (S. 764) ist hervorzuheben: ,,The active group 
may be too unstable to exist alone, but it is quite conceivable that a series 
of compounds may exist containing varying numbers of active groups combined 
with the protein, and that the activity of the compound would depend on the 
number of these active groups“, 


Nach diesen Ergebnissen und Anschauungen ist also das 
Pepsin von Northrop entweder ein Protein oder es enthalt 
Protein als kolloiden Triger. Es wird unsere Kenntnis weiter for- 
dern, wenn man ermittelt, ob Pepsin, das wir mit unldéslichen 
und mit kolloid léslichen Trégern assoziiert finden, von Protein 
losgelést zu existieren vermag. Hinsichtlich dieser Frage von 
der EiweiBnatur des Enzyms sollte aber nicht unberiicksichtigt 
bleiben, daB friihere Forscher stark wirkende Praparate von 
Pepsin dargestellt haben, die sie frei von EKiweiBsubstanz fanden. 
Zuerst hat KE. Briicke!) in seinen ,,Beitrage zur Lehre von der 
Verdauung‘‘ durch weitgehende Reinigung mit Hilfe von Ad- 
sorptionsverfahren Pepsinl6sungen gewonnen, die nicht schneller, 
aber auch nicht langsamer als die besten Verdauungsfliissigkeiten 
verdauten, die er je unter den Handen gehabt. Die Fliissigkeit 





1) Sitzungsber. d. math.-naturw. Kl. d. Wiener Akad. d. Wiss. 48, 
IT. Abt., S. 601 (1861). 








962 Richard Willstatter und Margarete Rohdewald, 


zeigte eine Reihe von Reaktionen nicht, die der Pepsinlésung 
zukommen sollten, woraus hervorging, ,,daB sie keine chemisch 
nachweisbaren Spuren irgend eines KiweiBkérpers enthielt*. 

Nach einem anderen Gang der Isolierung, némliche Autolyse 
der Schleimhautdriisenschicht mit Natriumchloridlésung, und nach 
einer Reinigung hauptsichlich durch Fallung mit Calexumphosphat 
gewann C. Sundberg!) unter der Leitung von O. Hammarsten 
Lésungen von Pepsin, ,,die sehr kriftig verdauten*’ (wenn mdglich 
noch kriftiger als die urspriingliche Lésung) und die reiner waren 
als das Pepsin von Briicke. Das Pepsin von Sundberg verhielt 
sich negativ zu allen denjenigen EiweiBreagenzien (Gerbsiure, 
Quecksilberchlorid, Jod u.a.), gegen welche die Briickesche 
Pepsinlésung indifferent war. Im Gegensatz zu Briickes Praparat 
verhielt sich die Lésung von Sundberg auch indifferent gegen 
Platinchlorid, Bleizucker und Bleiessig. 

P. Schrumpf?) gewann aus Magenprefsaft durch Adsorption 
mit Cholesterin eine Pepsinlésung, die simtliche KiweiBreaktionen 
vermissen lief. 

Von diesen Verfahren haben wir das Sundbergsche mehrmals 
nachgepriift. Wenn wir auch infolge unerwarteter Aktivitiats- 
einbuBen des Pepsins den Erfolg jener Arbeit noch nicht erreicht 
haben, so scheinen doch auch in unseren Versuchen die typischen 
KiweiBreaktionen noch aktiver Pepsinldsungen zum Verschwinden 
gebracht zu sein. Zweifellos geht im Laufe der Reinigung der 
Quotient vom EiweiBgehalt zum Wirkungsvermégen des Pepsins 
bedeutend zuriick. 

Wenn man mit diesen proteinarmen Pepsinpraparaten das 
Northropsche Pepsin von EiweiBnatur vergleicht, so ist es wber- 
zeugend, daf das Enzym in verschiedener Zusammensetzung 
und Beschaffenheit erhalten worden ist. Zur Erklarung der Unter- 
schiede liBt unsere heutige Kenntnis nur wenige Moglichkeiten 
offen. Es ist denkbar, daB E. Briicke, C. Sundberg u.a. zu viel- 
fach stirker aktivem Pepsin gelangt waren als Northrop; dann 
kénnten infolge der auBerordentlichen Wirksamkeit des Enzym- 
materials die EiweiBreaktionen versagt haben, die Empfindlich- 
keit dieser Reaktionen kénnte dann unzureichend gewesen sein. 
Dies ist aber kaum anzunehmen. Es ist wahrscheinlich, dal 
Briicke und Sundberg Pepsin von 4hnlichem Wirkungsver- 
mogen, wie es Northrops krystallisiertem Priparat eigen ist, 


1) Diese Z. 9, 319 (1885). 
2) Hofmeisters Beitr. 6, 396 (1905). 
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in Hinden hatten. Dann war es entweder eiweibfreies oder 
eiwelBarmes Pepsin. 

EiweiBarmes Pepsin nach Briicke oder Sundberg und 
eiweiBreiches Pepsin nach Northrop kénnen sich bei ahnlichen 
teinheitsgraden so unterscheiden, dafi das eigentliche Pepsin oder 
aber Pepsinprotein im einen Falle (bei Northrop) mit einem 
vielfachen Ballast von Fremdprotein (z. B. in fester Lésung) 
verdinnt wire, womit sich wohl alle Befunde von Northrop 
vertragen, im anderen Falle (bei Briicke oder Sundberg) mit 
einem vielfachen Ballast von andersartigen Fremdkorpern, 


Proteinballast war es, wovon einige andere Enzyme, z. b. 
Saccharase!) und Pankreasamylase?) befreit werden konnten. 


Experimenteller Teil. 


Zur Bestimmung der Pepsine. Die Pepsinwirkung lat sich auf 

Grund der sorgfaltigen Untersuchungen von $. P. L. Sérensen, 

L. Katschioni- Walther und K. Linderstr6m-Lang?®) und der 

ilteren von KE. Waldschmidt-Leitz und E. Simons‘) durch 

Titration der freiwerdenden Carboxyle beobachten. Als Substrat 

dient uns Casein Hammarsten. Die Spaltung wird durch Titration 

! mit Kahlauge in 90°/jigem Alkohol unter Anwendung von Thymol- 
| = @ phthalein verfolgt. 


10 ccm 6°/,ige Caseinlésung lassen wir in 2,5 ccm n/2-Salzséure unter 
;  @ stetem Umschiitteln vorsichtig einlaufen, so daB keine Fallung erfolgt. Die 
@ Caseinmenge ist etwas geringer als bei Waldschmidt-Leitz und Simons, 
damit das Volumen des Versuchsansatzes auch z. B. fiir enzymarmere Glycerin- 
lisungen ausreicht. Unter Umschiitteln wird tropfenweise n-Salzsiure (etwa 
45 Tropfen, d. i. 2,5—3 ccm) zugefiigt und mit Enzymlésung und Wasser 
bis auf 25 ccm aufgefiillt. Trockenpréparate von Magenschleimhaut oder 
- @ von Desmo-pepsin miissen zur Erzielung iibereinstimmender Werte staub- 
, @ ‘ein gepulvert und gebeutelt werden. Zur Ermittlung der Anfangsaciditat 
in alkoholischem Medium entnimmt man sofort 5 cem und verteilt zugleich 
ie 5eem in einzelne Reagensglaser. Dies sind ungeteilt aufzuarbeitende 





1 Titrationsproben. Dadurch ist das iibliche Herauspipettieren fiir jede Versuchs- 
zeit vermieden, das sich nicht ohne Ungenauigkeit ausfiihren l4Bt. Im Laufe 

. 1) R. Willstatter, Ber. chem. Ges. 59, 1591 (1926); R. Willstatter, 

3 K. Schneider u. E. Wenzel, diese Z. 151, 1 (1926) u. zwar besonders S. 6; 


R. Willstatter u. K. Schneider, diese Z. 142, 257 (1925). 

*) R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz u. A. R. F. Hesse, diese 
Z. 126, 143 (1922/23) u. zwar S. 168; diese Z. 142, 14 (1924/25) u. zwar S. 16; 
besonders E. Waldschmidt- Leitz u. M. Reichel, diese Z. 204, 197 (1931/32). 
3) Diese Z. 174, 251 (1928). 4) Diese Z. 156, 114 (1926). 
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der Hydrolyse erfolgen namlich groBe Viscositaétsinderungen, die voy 
H. Holter!) und von H.Holter, K.Linderstrém-Lang und J.B. 
Funder’) eingehend untersucht wurden. 

Die Titrationsproben, stets 5 ccm, enthielten also 0,12 g Casein. Die 
Enzymmengen diirfen nicht zu groB gewahit werden, namlich z. B. <1 mg 
Pepsinum absolut. Merck (,,zur Anwendung nach Prof. Payr‘‘); in einer 
Anzahl unserer Bestimmungen waren aber die Pepsinmengen leider mehr als 
ausreichend. Die (méglichst kurzen) maBgebenden Versuchszeiten betragen 
20 Minuten bis zu 1 Stunde oder 2 Stunden, da die Hydrolyse rasch anlauft 
und sich dann langsam fortsetzt. Temp. 30°; pq gewoéhnlich 2,1 bis 2,2. Dic 
Aciditaétszunahme wird mit 0,05 n-KOH gemessen. 

Bei Anwendung der Organpraéparate (Magenschleimhaut) und ihrer rohen 
Glycerinausziige, wenigstens der frischen, entfallt ein Teil der Aciditats. 
zunahme, und zwar ein bedeutender, auf die Hydrolyse der Organproteine 
selbst; in bemerkenswerten Fallen werden deshalb im folgenden die Kontrol. 
versuche mit den Enzympraparaten ohne Caseinzusatz vermerkt. 


Nachweis von Desmo-pepsin. Um der Magenschleimhaut das 


Lyo-pepsin unter Vermeidung enzymatischer Vorginge zu ent-| 


ziehen, entwaéssern wir sie zunichst vollstandig mit viel Aceton, 
ehe man an die Zerkleinerung geht. Es ist uns néimlich wichtig, 
dabei, iiberhaupt bei jeder Priifung von Organen und _ Driisen 
auf die in ihnen vorkommenden Enzyme, Zerkleinerung in frisch- 
feuchtem Zustand zu vermeiden. Man pflegt in dieser Hinsichit 
zu wenig vorsichtig zu sein. Wenn man tierische oder pflanzliche 
Organe oder Gewebe feucht durch Zerreiben mit Sand oder in 
der Maschine zerkleinert, wobei auch Erhitzung unvermeidlicli 
ist, so werden ungeziigelte Vorginge der Autolyse ausgelost, 
darunter Bildung von hemmenden und aktivierenden Stoffen. 
Man kann dann nicht mehr erwarten, ein zutreffendes Bild von der 
natiirlichen Ausriistung der Zellen mit plasmagebundenen En- 
zymen zu gewinnen. Freilich sollte auch die Trocknung durcli 
Lésungsmittel wie Aceton nicht als ganz harmlos angesehen werden, 
denn der natiirliche Zustand wird so nicht durch Entwasserung 
allein, er wird auch durch Fallung von Elektrolyten und besonders 
durch Entziehung von Lipoiden gestort. 

Statt des Glycerins von iiblicher Konzentration (86—87°/)ig) 
verwenden wir wasserfreies. Wenn man die Glycerinausziige zu! 
Abtrennung von der Schleimhaut mit gleichem Volumen Wasser 
verdiinnt und dann die mit 50°/,igem Glycerin getrinkte Schleim- 
haut wieder und wieder mit Glycerin behandelt, so wird nie ein} 


Ende der Auflésung von Pepsin erreicht. Die Gegenwart von) 


Wasser ermoglicht autolytische Vorgiinge. Unser Verfahren, (ie: 





1) Diese Z. 196, 1 (1931). 2) Diese Z. 206, 85 (1932). 
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Schleimhaut von Lyo-pepsin vollstindig zu befreien und auf 
Desmo-pepsin und -kathepsin zu priifen, beruht auf zwei weiteren 
Verbesserungen. Der Zusatz von Wasser behufs Abtrennung des 
Glycerinextraktes und die Abtrennung selbst wird unter sorgfaltiger 
Kihlung vorgenommen. Und die mit wasserhaltigem Glycerin 
vetrankte Schleimhaut wird sofort durch Behandlung mit Alkohol, 
Aceton und Ather wieder getrocknet, um aufs neue mit 100°/,igem 
Glycerin behandelt zu werden. 

Die Darstellung von zwei Praparaten war darin verschieden, 
da8 nur bei I. die Schleimhaut mit dem Rasiermesser oberflichlich 
von Schleim befreit wurde. Als Ausgangsmaterial dienten die 
Fundusteile des Schweinemagens. Die Schleimhaut von 2 Magen 
wurde ganz frisch in viel Aceton eingelegt, das wir nach 2 Stunden 
und nochmals nach 24 Stunden durch frisches ersetzten. Nach 
48 Stunden folgte eine Behandlung mit Ather, dann Zerkleinern 
und Mahlen in der tiirkischen Kaffeemiihle (Ausbeute 32 g). 


Erster Glycerinauszug. 4,3 g Trockenschleimhautpulver wurden mit 
40 ccm 100°/,igem Glycerin 16 Stunden bei gewéhnlicher Temperatur_ be- 
handelt, dann unter Kiihlung durch Kaltegemisch mit 40 cem Wasser ver- 
diinnt und in der Zentrifuge von hoher Tourenzahl abgetrennt. Die Temperatur 
stieg dabei nicht iiber 3°. Die Riickstande wurden mit 50°/,igem Glycerin 
unter Kiihlung nachgewaschen, sodann mit Alkohol, Aceton und Ather ge- 
trocknet (3,8 g). Die Glycerinlésung, klar filtriert, betrug 80 ccm. 

Zweiter Glycerinauszug u. s.f. Die 3,8 g Schleimhautreste extrahierten 
wir wiederum 18 Stunden mit 40 ccm 100°/,igem Glycerin. Das Verdiinnen 
mit ebensoviel Wasser und das Zentrifugieren geschah wieder bei tiefer Tem- 
peratur. Die Riickstaénde, ohne Nachwaschen mit Lésungsmitteln getrocknet, 
machten 3,5 g aus, das Filtrat 57 ccm. 

Bei zwei weiteren Extraktionen mit Glycerin nahm das Gewicht des 
unléslichen Anteils nicht mehr ab. 


Die Priifung der nacheinander bereiteten Glycerinausziige in 
zwei Versuchsreihen ergibt (Tab. 1) schon Verarmung des dritten 
Auszugs an Pepsin und Fehlen des Enzyms im vierten Glycerin- 
extrakt. 

Die Schleimhaut wbt nach der erschépfenden Behandlung 
mit Glycerin noch starke Pepsinwirkung aus (Tab. 2). Das so 
extrahierte Organmaterial soll schlechthin ,, Desmo-pepsin*‘ genannt 
werden, da ja das Enzym in keiner anderen Form zuginglich ist — 
ebenso wie z. B. das mit Losungsmitteln erschépfend behandelte 
Pulver griiner Blatter, ein wahres Desmo-enzym, als Chloro- 
plhyllase!) bezeichnet wurde. 


1) R. Willstatter u. A. Stoll, Ann. d. Chem. 378, 18 (1910) u. zwar 
S. 38. 
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Tabelle 1. 


Vollstandige Extraktion von Lyo-pepsin. 
Bestimmungen bei py = 2,1—2,2. 


(Im Stab  ,,Schleimhauttrockensubstanz‘ 


wird die Menge der Magen. 


schleimhaut verzeichnet, aus welcher jeweils die Analysenprobe von Pepsin 
hervorgegangen ist, also z. B. Gewicht der rohen Schleimhaut beim ersten 
Glycerinauszug oder der schon einma!l extrahierten beim zweiten Auszug.) 





Pepsinlésung 


Erster Glycerinaussug 
Ders., Vergleichsvers. ohne Casein 
Zweiter Glycerinauszug . 
Dritter Glycerinauszug . 


Vierter Glycerinauszug . . 














Erster Versuch Zweiter Versuch 
2 8 8 Blez)/ 2 45 
cs 8 S .° cs > SS 

nm | 4 77) | ot Se 
= qj ; = | Bas a =] = | i anc 
=aOo/ 5 |8eaiao| 8 |.2e6 
Om | nm |o8s © m | © Si. 
so] & |g? eis Ss L Qh Os 
so/ 2? Is =. s ° sd 5 = 
nE| Fr IF SlHaB| Fe |S 
mg |Min.} ccm | mg | Min. |. ccm 

86 20 | 0,84 | 

60 | 0,89 | 
86 | 20. 0,22 | 
| 60 | 0,42 | 
76 | 20 | 0,63 | 
60 | 0,57 | 
105 | 20 | 020 | 80 | 26 | 0,06 
60 | 0,33 48 | 0,10 
112 20 0,02 80 20 ——s «0,00 
60 | 0,10 49 0,04 





Tabelle 2. 


Pepsinwirkung der rohen und der erschépfend extrahierten 
Magenschleimhaut. 


Versuche bei px = 2,2. 





























Versuchs- Caseinspaltung 
, : , entspr. 
Pepsinhaltiges Material Menge dauer 0,05 KOH 
mg Min. ccm 
Ausgangsmaterial (getr. Schleimhaut) 5 20, 120 0,27, 0,59 
desgl. 10 20, 45 0,80, 0,91 
Viermal extrah. Schleimhaut, Desmo- 
pepsin, Prap. II. 10. | 20, 60, 150 | 0,49, 0,58, 0,92 
Desmopepsin, Prap.I . . 10 20, 45 0,41, 0,51 
desgl. 20 20, 45 0,99, 1,02 


Es zeigt sich, daB die enzymatische Wirkung schwacher ist 
als diejenige der rohen Schleimhaut. Da aus ihr schon mehrere 
gute Pepsinldsungen gewonnen waren, kénnte das Ergebnis der 
verminderten Pepsinwirkung selbstverstindlich erscheinen. Aber 
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es ist nicht selbstverstiéndlich. Denn in mehreren anderen Fillen 
hatten wir beim Weglésen einer Komponente eines Enzymsystems 
die enzymatische Wirkung des zuriickbleibenden Enzymmaterials 
ansteigen sehen, z. B. bei 6-Desmo-amylase!), wahrscheinlich da- 
durch, daB den Zellresten auch Hemmungskérper der Enzym- 
reaktion entzogen wurden. 

Desmo-pepsin zeigt gemaé8 den Versuchen der Tab. 8, wovon 
ein Vergleichsbeispiel (Nr. 3 und 5 der Tab.) in der Figur ver- 
anschaulicht wird, diejenige Abhangigkeit von der Wasserstoff- 
zahl, die vom Pepsin bekannt ist. Es wirkt bei px = 2,6 mit 
geringerer Geschwindigkeit, als bei py =2,1 und mit gréBerer 
als bei pa >= 3,0. 

In den Versuchen 4a und b der Tab. 3 ist die angewandte Enzymmenge 


zu groB, namentlich bei giinstigem px; die Differenzen bei verschiedenen 
Aciditaéten kénnen noch gréBer ausfallen, wie es ja das Beispiel 5 zeigt. 


Tabelle 3. 
pu = Abhangigkeit des Desmo-pepsins im Vergleich 
zum Lyo-pepsin der Glycerinausziige. 
Die Angaben bedeuten Caseinspaltung, ausgedriickt durch ccm 0,05 n-KOH. 





ja | Erster Glycerinauszug, 








3 2| 3 > 1) SS ~ 
as | 3 a a 19 = 
serait lic i/sie] J 

. =| S) — © N ow - 

Nr. Pepsinpraparat Om]. B a tatoo] | I wr 
se;of i | i; uw} BI g ! 
ns “2 17 | oe oe rr 
mg |Min.j} ™ | @] & ee 

a | Erster Glycerinauszug, 

unter Kiihlung verd. u. 

abgetrennt, frisch . . 86 | 20 0,84 | 0.51 | 0,40} — 0,49 — 
lb desgl. 86 | 60 |] 0,89]0,60]0,72} — | 0,76} — 

2a | Derselbe, 9 Tage gealtert | 86 | 20 || 0,73] 0,44] 0,27} — —- 0,22 

2b desgl. 86 | 60 |] 0,95} — |047; — — 0,36 


ohne Kihlung verd. 
u. abgetrennt . . . . | 113 | 20 |] 1,05}0,60]0,42] — | 0,58] 0,56 


3b desgl. 113 | 60 |} 1,25] 0,76}0,53} — | 0,66 | 0,72 
fa | Desmo-pepsin I... . | 40] 20 |] 090/040) — |0,35]) — = 
th desgl. 40 | 50 |] 1,00] 1,00} — |0,60 
a=! ipa 
4,3) |4,8-5,0) 
ja | Desmo-pepsin II... 15} 20 }] 0,58] 0,20] 0,06] — | 0,27] 036 — 
































5b desgl. 15 | 90 || 0,90] 0,30] 0,23] — | 0,38 | 0,39 


1) R. Willstatter u. M. Rohdewald, diese Z. 203, 189 (1931) u. 
zwar S. 213. 
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Lyo- und Desmo-kathepsin. 
Die Hydrolyse in dem viel schwicher saueren Gebiet (px = 4 


bis 5), auf die bei der Untersuchung von Pepsin verschiedener 


Herkunft vor einigen Jahren aufmerksam gemacht wurde!), ist 
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Pepsin- und Kathepsinwirkung von Glycerinausziigen (Lyo-pepsin) und mit Glycerin 
erschOpfend extrahierter Magenschleimhaut (Desmo-pepsin). 
Caseinspaltung (0,12 g Substrat), ausgedriickt in ccm 0,05 n-KOH. 

I und II: Glycerinauszug, entspr. 113 mg Mucosa, Versuchsdauer 60 und 20 Min. 
III und IV: Desmo-pepsin, 15 mg, Versuchsdauer 90 und 20 Min. 


auf Kathepsin zuriickzufiihren. Die Kathepsinwirkung zeigt sic/: 
hier am Substrat Casein noch deutlicher als in den friiher be- 
schriebenen Beispielen an anderen Substraten, sie ist schon in den 
weit kiirzeren Versuchszeiten (20 bis 60 Minuten) ansehnlich.’) 

Der Nachweis der Bindung an Protoplasma ist dadurch wie 
fiir Pepsin auch fiir Kathepsin erbracht. Die Versuche 5a und } 
der Tabelle und besonders auch die im folgenden verzeichneten 
proteolytischen Wirkungen der lange Zeit bei 80° mit verdiinnter 
Salzsiiure behandelten Magenmucosa (vgl. Tab. 4) lehren das Vor- 
kommen von Desmo-kathepsin. 

Kathepsin bedarf nach der Untersuchung von KE. Wald- 
schmidt-Leitz’) ebenso wie Papain nach O. Ambros und 


1) R. Willstatter u. E. Bamann, diese Z. 180, 127 (1928/29). 

2) In Anbetracht der sehr kurzen Versuchszeiten kénnen die Werte nur 
in viel geringerem MaBe als in den Versuchen der angefiihrten friiheren Arbeit 
durch Peptidasewirkung beeinfluBt sein. 

3) E. Waldschmidt-Leitz, J. J. Bek u. J. Kahn, Naturw. 17, 55 
(1929); E. Waldschmidt-Leitz, A. Schaffner, J. J. Bek u. E. Blum, 
Diese Z. 188, 17 (1929); E. Waldschmidt-Leitz, A. Purr u. A. K. Balls. 
Naturw. 18, 644 (1930); E. Waldschmidt-Leitz u. A. Purr, Diese Z. i", 
260 (1931). 
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A. Harteneck?) sowie W. Grassmann und H. Dyckerhoff?) 
der Aktivierung durch Zookinase und zwar durch Glutathion. 
Unsere Versuche fiihren zu der Frage, ob auch Desmo-kathepsin 
(und Desmo-papain) dieses Aktivators bediirftig ist. So wie wir 
z. B. vom Desmo-trypsin der Leukocyten*) und in vorlaufiger 
Weise vom Desmo-trypsin der Pankreasdriise*) zeigen konnten, 
daB es in vollaktivem Zustand in der Zelle vorkommt, also der 
Krganzung durch Enterokinase nicht bedarf, so machen unsere 
Messungen an der erschépfend mit Glycerin und mit Salzsiure 
behandelten Magenschleimhaut (Tab. 4) es sehr wahrscheinlich, 
daB auch das Desmo-kathepsin keine Kinase auferhalb seines 
eigenen unldslichen Komplexes braucht. 

Freilegung der Lyo-enzyme. 1. Durch verdiinnte Salz- 
siure bei 0° Allein durch kurze Einwirkung von Elektrolyten 
und zwar bei niedriger Temperatur, also ohne enzymatischen 
Einflu8, wird aus Desmo-pepsin eine Enzymlésung gebildet, wobet 
allerdings die Schleimhautreste noch den gréBeren Teil des proteo- 
lytischen Wirkungsvermégens behalten. 


0,2 g Desmo-pepsin wurden mit 5 ccm 0,1°/jiger Salzsiure 30 Minuten 
bei 0° eluiert; auch das Abtrennen der gebildeten Enzymlésung und das Nach- 
waschen erfolgte bei tiefer Temperatur. 

Die gesamte Elution und die Riickstainde lieBen wir in Ansatzen von 
je 25 ccm auf Casein bei pq = 2,2 einwirken. 

Elution, entsprechend 40 mg Ausgangsmaterial. 20 und 45 Minuten; 
Spaltung entsprechend 0,38 u. 0,54 cem 0,05 n-KOH. 

Wiedergewonnenes Desmo-pepsin, entsprechend 40 mg Ausgangsmaterial. 
20 und 45 Minuten, Spaltung entsprechend 0,98 und 1,15 cem 0,05 n-KOH. 


2. Durch langdauernde Einwirkung von wasser- 
haltigem Glycerin. Durch Autoproteolyse gelingt es, auch ohne 
daB sie durch Einstellung giinstiger Aciditét geférdert wird, Lyo- 
pepsin zu bilden. Bei 7tagiger Einwirkung von 43°/,igem Glycerin 
bei 30° entstand aus Desmo-pepsin ein enzymatisch wirksamer Auszug. 

Angewendet 0,4 g Desmo-pepsin mit 5 ccm wasserhaltigem Glycerin. 
Das Autolysat in der Titrationsprobe entsprach 80 mg Ausgangsmaterial; 
q_ = 2.3. 

Die Spaltung in 20 und 60 Minuten entsprach 0,57 und 0,92 ccm 
0,05 n-KOH. 


1) Diese Z. 181, 24 (1929). 

2) Diese Z. 179, 41 (1928); W. Grassmann, H. Dyckerhoffu. 0. von 
Schénebeck, Diese Z. 186, 183 (1929/30); W. Grassmann, O. von 
Schénebeck u. H. Eibeler, Diese Z. 194, 124 (1930). 

3) R. Willstatter u. M. Rohdewald, Diese Z. 204, 181 (1931/32) 
u. zwar 8. 183 u. 184. 

4) R. Willstatter, E. Bamann u. M. Rohdewald, Diese Z. 188, 
107 (1930) u. zwar S. 118. 
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Dieser Versuch erklairt, daB es nur bei AusschluB von Wasser 
gelingt, mit Hilfe von Glycerin die Trennung von Lyo- und Desmo- 
pepsin durchzufithren. Die entwasserte und danach in feines Pulver 
verwandelte Magenschleimhaut gab uns bei aufeinanderfolgender 
Einwirkung von wasserhaltigem Glycerin immer wieder gute 
Pepsin- und Kathepsinlésungen. Im folgenden Beispiel wurde der 
erste Glycerinauszug mit 100°/,igem, der zweite mit 80°/,igem, 
der dritte mit 50°/,igem Glycerin gewonnen. 


17 g Schleimhautpulver wurden mit 120 ccm wasserfreien Glycerins 
eine Stunde geschiittelt, dann mit demselben Volumen Wasser verdiinnt und 
ohne Kiihlung abzentrifugiert. Zum feuchten Riickstand, der 60 ccm 50°/,iges 
Glycerin enthielt, fiigten wir 90 ccm 100°/,iges Glycerin. Nach 2 Stunden 
verdiinnten wir mit 90 ccm Wasser auf nur 50°/, Glycerinkonzentration. Die 
feuchten Riickstande vermischten wir nach dem Abzentrifugieren zur dritten 
Extraktion mit 180 ccm 50°/,igem Glycerin und trennten nach 14/, Stunden 
den entstandenen Auszug ab. 


Caseinspaltung in 1 Stunde, ausgedriickt durch ccm 0,05 n- KOH. 


I. Glycerinlés. aus 113,4 mg Ausgangssubst.: py = 2,5; 1,16 ccm KOH. 
pu = 4,5; 0,69 com KOH. 


II. Glycerinlés. aus 141,6 mg Ausgangssubst.: py = 2,5; 0,95 com KOH. 
pa = 4,5; 0,75 com KOH. 


III. Glycerinlés. aus 128,2 mg Ausgangssubst.: pa = 2,5 
po = 4,5; 0,57 com KOH. 
Zugehériges Desmopraparat, 80mg .. . po = 2,6 
1,40 com KOH. 


- 7 100 mg . . . po = 2,6—2,7; 1 u. 2 Stdn.; 

1,67 und 1,97 cem KOH. 

3. Durch Proteolyse in verdiinnter Salzséure. Beim 
Digerieren von Desmo-priparaten (das des vorigen Abschnitts 
wurde angewandt) mit 0,2 und 0,4°/,iger Salzsaéure bei 20 und 30° 
(unter Toluol) entsprach die Aciditaét bald mehr den Bedingungen 
von Pepsin-, bald eher von Kathepsinwirkung; das pa betrug 
nimlich in dem einen Fall ungefihr 2,2, im anderen 3,6. In allen 
Fallen nahmen die salzsauren Lésungen Pepsin und Kathepsin 
auf und die Riickstande behielten noch, auch nach drei- und vier- 
tiigiger Einwirkung der Salzsiure, einen Gehalt an beiden Enzymen 
(Tab. 4). Der zeitliche Verlauf, in dem die Lyo-enzyme hier aut- 
traten, entsprach nicht einer einfachen Lésungswirkung der Salz- 
siiure, sondern der Freilegung von Enzymen durch Abbauvorgange. 
Die Beobachtungen stiitzen unsere Annahme von der Plasma- 
bindung derjenigen Enzyme, die bei erschépfender Behandlung 
mit wasserfreiem Glycerin in der Magenschleimhaut zuriickbleiben. 
Wenn wir nacheinander 0,2°/,ige und 0,4°/jige Salzsaure 

bei 30° tagelang auf Desmo-pepsin einwirken lieBen, dann ver- 
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schwand schlieBlich das proteolytische Wirkungsvermégen der 
Schleimhautreste, ohne daB die Flissigkeit entsprechenden Zuwachs 
ihrer enzymatischen Aktivitit zeigte. In dem an Begleitstoffen 
armen Medium scheint also die Bestaéndigkeit der Proteinasen 
geringer zu sein als unter den Versuchsbedingungen von C. A. 
Pekelharing?), namlich bei fiinftigigem Digerieren der frisch- 
feuchten Magenschleimhaut mit viel 0,5°/,iger Salzsiiure bei 37°. 


Tabelle 4. 


Teilweise proteolytische Freilegung von Pepsin und Kathepsin. 


(Aus der schon mehrmals mit wasserhaltigem Glycerin extrahierten 
Magenschleimhaut.) 





Casein - 


























32 
4 = 7 ; spaltung 
shs- 
Nr. Versuchsbedingungen eae ‘O.%| PH pet ~~ 
praparat |‘: auer ccm 
De 0,05 n- 
mg Min. KOH 
la | 0,2°/,ige Salzs., 20°, 40 St. | Auszug | 80 | 2,7 | 64, 106 | 0,64, 0,75 
desgl. desgl. 80 | 4,5 | 63, 104 | 0,26, 0,29 
lb desgl. Zellreste | 80 | 2,7 | 38, 63 | 0,55, 0,76 
desgl. desgl. 80 | 4,5 64 0,43 
2a | 0,2°/,ige Salzs., 30°, 21 St. | Auszug | 80 | 2,5 | 65, 130 | 0,41, 0,50 
desgl. desgl. | 80] 4,5 | 69, 125 | 0,17, 0,28 
2b desgl. Zellreste | 80 | 2,5 | 66, 127 | 0,74, 0,94 
desgl. desgl. | 80] 4,5 | 66, 131 | 0,70, 0,90 
3a | 0,4°/,ige Salzs., 30°, 3 Tage | Auszug | 100 | 2,5 70 0,90 
desg]l. desg]. |100 | 4,5 70 0,30 
3b desgl. Zellreste | 100 | 2,3 | 70, 322 | 0,70, 1,36 
desgl. desgl. | 100 | 4,5 70 0,42 





Zum Proteingehalt des Pepsins. Verschiedene Forscher haben 
stark wirkende Pepsinpraparate beschrieben, die gar keine KiweiB- 
reaktionen geben. Das von C. Sundberg beschriebene Verfahren 
wurde von uns einige Male nachgearbeitet. Es erscheint uns be- 
merkenswert, daB schon auf einer friihen Stufe der Reinigung die 
EKiweiBreaktionen des Pepsins negativ ausfallen. Aus der ab- 
geschabten Oberflachenschicht der Schleimhaut wurde durch mehr- 
tigige Einwirkung von Kochsalzlésung das Pepsin in Loésung 
iibergefiihrt und dieses nach der Dialyse langere Zeit der Selbst- 
verdauung unterworfen. In dieser Phase schon fanden wir die 
Millonreaktion und die Xanthoproteinprobe mit groBen Substanz- 
mengen negativ; auch trat mit Ferrocyankalium und Essigsiure 





1) Diese Z. 22, 233 (1896). 
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keine Fallung mehr ein. Jede Probe wurde mit der Enzymsubstanz 
aus 1/,, Kiilbermagen ausgefiihrt. 

Die Aktivitét der Pepsinpriparate wurde leider bis zum Ende 
des gesamten Reinigungsverlaufs in mehreren Versuchen ganz 
gering, one daB es ersichtlich war, welche Abweichung von der 
vorgeschriebenen Arbeitsweise an der Inaktivierung schuld trug. 
Beispielsweise lieferte ene der Enzymproben aus 1/;) Magenschleim- 
haut in 20 und 45 Minuten Caseinspaltung entsprechend 0,60 und 
0,90 cem 0,05 n-KOH. 

Am Ende des Sundbergschen Arbeitsganges befand sich die 
Ausbeute in konzentrierter Lésung. Auch so fielen mit der Substanz 
aus 1/, Kilbermagen die angefiihrten EiweiBreaktionen fast negativ 
aus, auch die Biuretprobe. 

Natiirlich sind die Eigenschaften des von J. H. Northrop 
in der Form von krystallisiertem Eiwei8 erhaltenen Pepsins ganz 
andere. Dieses gibt z. B. stark positive Xanthoproteimreaktion. 
Es enthalt auch viel vom Trager der Millonreaktion, es lhefert 
nimlich nach Northrop bei der Selbstverdauung eine grobe Menge 
von Tyrosinkrystallen. 

Der kollegialen Liebenswiirdigkeit des Herrn Northrop ver- 
dankten wir eine Probe seines krystallinen Pepsins, némlich von 
einmal krystallisiertem, dann mit Aceton getrocknetem; bei dieser 
Behandlung erfolgt allerdings teilweise Denaturierung und Aktivi- 
tiitsabnahme. Dieses Praiparat, das Ausgangsmaterial fiir Nor- 
throps reines, umkrystallisiertes Pepsin, finden wir in der Millon- 
reaktion ungefihr ibereinstimmend mit derselben Gewichtsmenge 
von Kieralbumin.!) Mit weniger als der zur Pepsinbestimmung 
mit Casein erforderlichen Menge fallt daher die Millonprobe noch 
deutlich aus. 

0,25 mg bewirkten bei px = 2,2 in 20 und 75 Minuten Casein- 
spaltung entsprechend 0,72 und 0,84 ccm 0,05 n-KOH. 

Das von uns zum Vergleich herangezogene Handelspraparat 
(Pepsin absolut. von E. Merck) ist in der Millonreaktion etwa 
der halben Gewichtsmenge Eieralbumin Aquivalent. 

0,25 mg Pepsin absolut. bewirkten bei px =2,2 in 20 und 60 Min. 
Caseinhydrolyse entsprechend 0,77 und 0,92 cem 0,05 n-KOH. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft driicken 
wir fiir die Férderung dieser Arbeit unseren aufrichtigen Dank aus. 


1) Uber quantitative Ausfiihrung der Millonreaktion vgl. R. Will- 
statter u. K. Schneider, V. Abhandlung zur Kenntnis des Invertins, 
Diese Z. 133, 193 (1924) und zwar S., 224. 
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Uber den Mechanismus der Diacetylreaktion von Guanidinen, 
ihre Umformung und Anwendung 

zur kolorimetrischen Bestimmung von Kreatin und Arginin. 

Von 


Konrad Lang. 


(Aus der stadtischen Krankenanstalt Kiel.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. April 1932). 


Dank der Untersuchungen von Harden und Norris?) ist 
bekannt, daB alle Stoffe mit der Atomkonfiguration NH=C(NH,) 
—NH—R beim Erwirmen mit Diacetyl in alkalischer Lésung eine 
Violettfarbung ergeben. Der nahere Mechanismus dieser Farben- 
reaktion war noch ungeklart. Eine Aufklarung desselben schien 
mir um so wiinschenswerter zu sein, als diese Diacetylreaktion 
durchaus geeignet ist, zur quantitativen Bestimmung der physio- 
logisch recht wichtigen Guanidinderivate angewendet zu werden. 

Ich habe mir zunichst die Frage vorgelegt, ob prinzipiell alle 
1,2-Diketone mit Guanidinderivaten diese Farbenreaktion liefern. 
Dies ist aber, wie meine Versuche zeigten, keineswegs der Fall. 
Weder mit Phenanthrenchinon noch mit Campherchinon, noch mit 
dem Dinitril der Ketipinséure konnte ich die Diacetylreaktion 
erzielen. Dagegen ergab das Acetylbenzoyl mit Guanidinderivaten 
in alkalischer Lésung die Violettfarbung. Die Reaktion kommt 
demnach nur dann zustande, wenn die beiden Carbonylgruppen 
des Diketons mindestens auf der einen Seite einer CH,-Gruppe 
benachbart sind. 

Pechmann?) hat festgestellt, daB das Diacetyl beim Er- 
wirmen mit Alkali unter Wasserabspaltung Kondensationen 
erleidet. Und zwar entsteht zunichst unter Abspaltung von einem 
Molekiil Wasser aus 2 Molekiilen Diacetyl das Dimethylchinogen (I), 
welches dann bei weiterem Erhitzen unter Abspaltung von einem 
zweiten Molekiil Wasser in das Dimethylchinon (II) ibergeht. 





1) J. of Physiol. 42, 332 (1911). 
2) Ber. chem. Ges. 21, 1411 (1898). 
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Derartige Kondensationen kénnen aber nur solche Diketone ein- 
gehen, die den beiden Ketogruppen benachbart mindestens eine 
CH,-Gruppe besitzen, wie es z. B. bei dem Acetylbenzoyl der Fall 
ist. Diketone, welche diese CH,-Gruppe nicht enthalten, wie etwa 
das Campherchinon oder das Phenanthrenchinon, sind also zu 
dieser Kondensation nicht befahigt. 

Ks lag daher nahe, auch fiir die Diacetylreaktion der Guanidin- 
derivate eine derartige Kondensation des angewendeten Diketons 
als Voraussetzung anzunehmen. Um diese Frage entscheiden zu 
kénnen, habe ich zuniachst versucht, gréBere Mengen Diacetyl mit 
Kreatin umzusetzen. Das sich ergebende Reaktionsgemisch wies 
aber derart unerfreuliche Eigenschaften auf, daB ich von seiner 
niheren Untersuchung Abstand genommen habe. Dagegen gelang 
es mir mit leichter Miihe, eine definierte Verbindung durch Um- 
setzung von Kreatin mit Acetylbenzoyl in alkalischer Lésung zu 
erhalten. Die Analyse ergab, da sich 2 Molekiile des Diketons 
mit 8 Molekiilen Kreatin vereinigt hatten. Nach dem oben Ge- 
sagten mu man daher annehmen, da sich zunichst 2 Molekiile 
Diketon unter Wasserabspaltung zu der Chinogenstufe vereinigen 
und da dann das entstandene Chinogen, welches 3 Carbony!- 
gruppen enthialt, sich mit 8 Molekiilen Kreatin zu der gefarbten 
Verbindung kondensiert. Ich schreibe daher der gefirbten Ver- 
bindung aus Acetylbenzoyl und Kreatin die folgende Kon- 
stitution zu: 

N—C(=NH)—N(CH,)—CH,—COOH 
C,H, —c_b_cH, 
H¢_0—c--0,5, 


| J 
HOOC—H,C—(CH,)N-(NH=)C—N N—C(=NH)—N(CH,)—CH,—COOH 


Durch die Haiufung konjugierter Doppelbindungen findet die tiefe 
Fiirbung der Verbindung eine zwanglose Erklarung. Gleichzeitiz 
geht aus meiner Formulierung der Reaktion hervor, daB nur solche 
Guanidinderivate zu dieser Farbenreaktion befahigt sind,welche noch: 
mindestens eine freie NH,-Gruppe besitzen. So vermag beispiels- 
weise das Kreatin die Fairbung zu geben, nicht aber das Kreatinin. 
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Experimentelles. 


§ 3,93 g Kreatin wurden mit 2,96 g Acetylbenzoyl und 50 ccm Wasser 
@ unter Zugabe von 30 ccm n-NaOH 5 Stunden unter haufigem Schiitteln im 
kochenden Wasserbad erhitzt. Die Fliissigkeit beginnt sofort sich intensiv 
violett zu farben. Allmahlich verschwindet der typische Geruch des Acetyl- 
benzoyls. Nach beendetem Erhitzen l4Bt man erkalten und neutralisiert mit 


in- @ 30ccm n-HCl. Dabei fallt die Hauptmenge des Kondensationsproduktes in 
ne dunklen Flocken aus. Es wird filtriert, mit Wasser gewaschen und getrocknet. 
all 4 Die Substanz 14Bt sich aus Nitrobenzol krystallisiert erhalten. Leicht léslich in 


Eisessig und Alkohol, unléslich in Ather. Beim Erhitzen zersetzt sie sich, ohne 
zu schmelzen. 
au fl Analyse: (N-Bestimmung kjeldahlometrisch). 

Die Substanz war 2mal aus Nitrobenzol umkrystallisiert und im Vakuum 
n- § bei 110° getrocknet. 


ns | 4,808 mg Substanz gaben 10,280 mg CO, und 2,360 mg H,O. 

mf 10,0 mg - verbrauchten 29,64 und 29,30 ccm n/200-H,SO,. 
it | Fir C,,H,;0,N, Gef. C 58,319, HH 5,499,  N 20,75, 20,51), 
es Ber. ,, 58,31 »» 5,7] ,, 20,42 

oy Anwendung der Reaktion zur quantitativen Bestimmung des 
. @  Kreatins im Muskel. Bei der groBen Bedeutung des Kreatins fiir 


- @ die Muskelaktion erschien es mir wiinschenswert zu sein, iiber 
uf eine einfache Mikromethode zur Bestimmung dieser Substanz zu 
i; verfigen. Die bisherigen Kreatinbestimmungsmethoden waren 
.  @ meist indirekter Art und hatten eine Umwandlung des Kreatins 
e @  in’Kreatinin zur Voraussetzung. Die im folgenden beschriebene 
n @ neue, direkte Methode zur Kreatinbestimmung griindet sich darauf, 
| @ daB das Kreatin, nicht aber das Kreatinin beim Erwirmen mit 
n @ Acetylbenzoyl in alkalischer Lésung eine Violettfarbung gibt. 
@ Schon vor langerer Zeit hat Walpole?) eine auf dem Prinzip der 
Diacetylreaktion beruhende Methode zur Bestimmung des Kreatins 
in pathologischen Urinen mitgeteilt. Infolge ihrer Mingel hat sich 
aber diese Methode nie durchgesetzt. 

Erforderliche L6ésungen: 1. Uranylacetat gesittigt. 
2. Eine 1°/,ige alkoholische Lésung von Acetylbenzoyl. Dieselbe 
darf héchstens 2 Tage alt sein. 3. 60°/, KOH. 4. 5°/, Hydroxyl- 
aminchlorhydrat. 5. Eine Kreatinstandardlésung, die am besten 
0,4 mg Kreatin in 1 cem enthalt. 


Durchfithrung der Bestimmung: 1g Muskel wird unter 
Zugabe von 7 ccm Wasser mit Quarzsand zerrieben und durch 
Zufiigen von 1ccm der Uranylacetatlésung enteiweiBt. Nach 
kurzem Stehen wird filtriert. 1 cem des Filtrats wird mit 1 cem 





1) J. of Physiol. 42, 301 (1911). 
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60°,,igem KOH und 0,2 cem der Acetylbenzoyllésung versetzt. 
Desgleichen 1 cem der Kreatinstandardlésung. Dann kommen die 
Glaser fiir 30 Minuten in ein kochendes Wasserbad. Darauf wird 
durch Eimstellen in Eiswasser gekiihlt und sofort 1 eem der Hydr- 
oxylaminlésung zugesetzt. Dann fillt man in einem MeBkolben 
ad 10,0 cem mit Wasser auf. Colorimetriert oder photometriert 
mu innerhalb 80 Minuten werden. Beim Arbeiten mit dem 
Stupho wird das Filter § 57 vorgesetzt. Die Berechnung erfolsi 
nach dem iiblichen Prinzip der Colorimetrie. Bestimmt wurde das 
Kreatin in 0,1 g Muskel. 

Diskussion der Methode: Daf die geschilderte Methode 
bei Verwendung reiner Kreatinlésungen ausgezeichnete Resultate 
liefert, geht aus der Tab.1 hervor, in der als Beispiel ein Versuch 


T'abelle 1. Kreatinbestimmung in reinen Kreatinlésungen. 




















Vorgelegt k Gefunden Differenz 
mg Kreatin mg Kreatin "o 
0,30 0,469 0,30 0 
0,40 0,650 0,416 + 4,0 
0,50 0,813 0,520 + 4,0 
0,60 0,928 0,594 — 1,0 


wiedergegeben ist. Gleichzeitig zeigt diese Tabelle, daB fiir die 
Reaktion bei Kreatinmengen in der angegebenen Gré8enordnung 
das Beersche Gesetz streng gilt. Bei kleineren Kreatinmengen 
‘(unter 0,2 mg bei dem oben geschilderten Arbeitsgang) gilt das 
Beersche Gesetz nicht mehr und unterhalb 0,05 mg tritt die 
Reaktion iiberhaupt nicht mehr ein. Es laBt sich daher leider 
dieses Prinzip zur Bestimmung des Kreatins im Blut und 
anderen kreatinarmen Substraten nicht anwenden. Die Farben- 
intensitit ist stark abhangig von der Fliissigkeitsmenge, mit der 
das Kochen erfolgt. Man mu8 daher bei der Kreatinbestimmung 
darauf achten, da8 immer das gleiche Fliissigkeitsvolumen erhitzt 
wird. Des weiteren ist die Farbenintensitét auch von der Koch- 
dauer abhiingig. Mit zunehmender Kochdauer vertieft sich zu- 
nichst die Farbe, um dann spater infolge Oxydation durch den 
Luftsauerstoff wieder abzublassen. Das Optimum der Kochdauer 
fiir die quantitative Kreatinbestimmung liegt bei 30 Minuten. 
Nach beendetem Kochen mu8 rasch mit Eiswasser gekihlt und 
dann sofort Hydroxylamin zugesetzt werden. Das Hydroxyl- 
amin verhindert als Reduktionsmittel, daB der entstandene Farb- 
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stoff durch den Luftsauerstoff oxydativ zerstért wird. Durch den 
Hydroxylaminzusatz bleibt die erreichte Farbintensitit fiir 30 bis 
40 Minuten konstant, wie aus der Tab. 2 zu ersehen ist. Es muB 


Tabelle 2. Die Bestandigkeit der Farbung. 
Die Reaktion wurde mit 0,5 mg Kreatin angestellt und alle 10 Minuten am 
Stufenphotometer die Helligkeit abgelesn. 
Zeit: sofort 10 Min. 20 Min. 30 Min. 40 Min. 50 Min. 
k: 0,801 0,796 0,796 0,791 0,775 0,770 


also innerhalb dieser Zeit photometriert werden. Colorimetriert 
man, so bedarf es keiner besonderen Kompensation, da die Muskel- 
filtrate die Reaktion ohne jede Nebenfirbung geben und die Farbe 
der Untersuchungsfliissigkeit vollkommen identisch mit derjenigen 
der Standardlésung ist. 

Die Verwendung des Acetylbenzoyls hat gegeniiber derjenigen 
des Diacetyls verschiedene Vorziige. Zunachst ist das Acetyl- 
benzoyl nicht flichtig, was seine Handhabung sehr erleichtert. 
Der Hauptvorteil besteht darin, daB bei Verwendung des Acetyl- 
benzoyls die unangenehme braune Nebenfirbung, wie sie bei der 
Anwendung des Diacetyls zu beobachten ist, nicht auftritt. Die 
in die Muskelfiltrate wbergehenden geringen Uranylkonzentra- 
tionen sind ohne jeden EinfluB auf die Farbintensitit. Hingegen 
wirken gréBere Uranylkonzentrationen hemmend auf die Ent- 
wicklung der Farbung ein. Das Acetylbenzoyl?) ist eine leicht 
zugangliche Substanz, deren Darstellung sehr einfach ist: 


4,6 g Natrium werden in 92g absolutem Alkohol gelést, dann 23,4 g 
Amylnitrit zugegeben und langsam unter Kiihlung 26,8 g kaufliches Athy]- 
phenylketon zutropfen gelassen. Man JaB8t das Reaktionsgemisch 2 Tage 
stehen, versetzt dann mit 500 cem Wasser und athert aus. Aus der waBrigen 
Phase fallt man durch Einleiten von CO, das gebildete Isonitrosopropiophenon 
aus. Die Isonitrosoverbindung wird abgesaugt und ohne jede weitere Reini- 
gung in einen Destillierkolben iibergefiihrt, mit der 30fachen Menge 5°/,iger 
H,SO, iibergossen und destilliert. Man destilliert unter haiufigem Ersatz des 
verdampften Wassers so lange, bis keine gelben Oltropfen mehr iibergehen, 
athert das Destillat aus, trocknet den Ather iiber K,CO, und verjagt den Ather. 
Das erhaltene Acetylbenzoyl wird durch Vakuumdestillation gereinigt. Siede- 
punkt,, 123°. Gelbes Ol -von typischem Geruch. Die Ausbeute an gereinigter 
Substanz betragt 40—50°/, des angewendeten Athylphenylketons. 


In der Tab. 3 sind einige mit dieser Methode der Kreatin- 
bestimmung in verschiedenen Muskeln gewonnene Zahlen zu- 


1) Manasse, Ber. chem. Ges. 21, 2176 (1888); Miiller u. v. Pech- 
mann, Ber. chem. Ges. 22, 2127 (1889). 
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Tabelle 3. Kreatinwerte verschiedener Muskeln. 


Muskel Kreatin in °/, 
Kaninchen .... . 0,50 0,49 0,53 
Meerschweinchen. . . 0,45 0,42 
Se ee 0,36 


sammengestellt. Sie legen durchaus im Rahmen der aus der 
Literatur bekannten Zahlen. Leider ist es nicht méglich, auf diese 
Weise auch das Phosphagen zu bestimmen, da das gesamte im 
Muskel vorhandene Kreatin, ob frei oder gebunden, bestimmt wird. 


Anwendung der Reaktion zur Bestimmung des Arginins in 
Eiweifkorpern. In Fortfiihrung meiner Arbeiten, einen indivi- 
duellen chemischen Aufbau der menschlichen SerumeiweiBkorper 
nachzuweisen, habe ich es als Mangel empfunden, daB bisher 
keine Mikromethode zur Bestimmung des Arginins im Eiweif 
existierte. Ich habe mich daher bemiiht, eine solche Mikro- 
methode auszuarbeiten. 

Erforderliche Lésungen: 1. 20°/, HCl. 2., 3. und 4. wie 
5. 275. 5. Eine Argininstandardlésung. Dieselbe enthalt zweck- 
maBigerweise in 1 ccm 1,41 mg Argininnitrat (= 1,00 mg Arginin). 
6. Gereinigtes Kaolin; man extrahiert kaufliches Kaolin 24 Stunden 
im Soxhlet mit Alkohol und trocknet dann bei 110°. 

Durchfithrung der Bestimmung: 200 mg Eiweib werden 
20 Stunden hindurch mit 4 ccm 20°/,igem HCl am _ Riickflul 
gekocht. Nach dem Erkalten wird in einen kleinen MeB8kolben 
iibergespiilt und mit Wasser ad 5,0 ccm aufgefiillt. Dann wtber- 
fiihrt man das Hydrolysengemisch in ein Zentrifugenglas, gibt 
eine Spatelspitze Kaolin hinzu, schiittelt gut durch und abi 
5—10 Minuten stehen. Dann wird zentrifugiert. Je 1 ccm des 
klaren Zentrifugates wird mit 1 ccm der 60°/jigen KOH und 
0,2 cem der Acetylbenzoyllésung versetzt. Die gleichen Zusiatze 
macht man zu 1 ecem der Argininstandardlésung. Man stellt dic 
Gliser dann fiir 15 Minuten in ein kochendes Wasserbad, kilt 
sofort, versetzt mit Hydroxylamin und fiillt in einem 10-cem-Melbi- 
kolben bis zur Marke auf. Innerhalb 30 Minuten wird colori- 
metriert oder photometriert. Beim Arbeiten mit dem Stupho ver- 
wendet man das Filter § 53. 

Infolge der Nebenfairbung in der zu untersuchenden Losung 
mu diese Nebenfarbung herauskompensiert werden. Arbeitet 
man mit dem Colorimeter, so kompensiert man am besten derart, 
da8 man beim Auffiillen der gefairbten Standardlésung ad 10,0 ccm 
1 cem der zu untersuchenden Fliissigkeit hinzu gibt. Man dar! 
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das ohne weiteres tun, da die Farbenreaktion entweder iiberhaupt 
nicht in der Kialte, oder bei sehr groBen Argininmengen mit einer 
ceringen Geschwindigkeit sich entwickelt. Arbeitet man mit dem 
stufenphotometer, so dient zur Kompensation eine Fliissigkeit, 
die man sich bereitet, indem man 1 ccm des Hydrolysengemisches 
mit 1 cem 60°/,igem KOH versetzt und dann mit Wasser ad 
10,0 eem auffiillt. 

Diskussion der Methode: Uber die Brauchbarkeit der 
veschilderten Methode fiir reine Argininlésungen orientiert die 
Tab. 4. Das Beersche Gesetz gilt streng, wenn mehr als 0,9 mg 














Tabelle 4. Argininbestimmung in reinen Argininlésungen. 
Vorgelegt k Gefunden Differenz 
a “9 “ae 
mg Arginin mg Arginin in Jy 
0,90 1,216 0,87 — 3,8 
1,00 1,398 1,00 0 
1,10 1,582 1,13 +. 2,7 
1,20 1,708 1,22 + 1,7 











Arginin in 1 cem der zu untersuchenden Lésung vorhanden sind. 
Unter 0,9 mg gilt das Beersche Gesetz nicht mehr und bei 0,2 mg 
Arginin in 1 cem entsteht gar keine Farbung mehr. Im allgemeinen 
liegen beim Arbeiten nach der obigen Vorschrift die Arginin- 
mengen in einem Bereiche, in dem das Beersche Gesetz streng 
vilt. Sollten EiweiBk6rper mit einem sehr geringen Arginingehalt 
analysiert werden, so kann man ohne weiteres durch Arbeiten mit 
mehreren Standardlésungen und graphischer Interpolation eine 
geniigende Genauigkeit erzielen, wenn man nicht vorzieht in diesem 
Falle mit einer gréBeren Einwage zu arbeiten. 

Hinsichtlich des Einflusses der Kochdauer sowie des Fliissig- 
keitsvolumens auf die Farbintensitit verweise ich auf das bei der 
Diskussion der Kreatinbestimmung Gesagte. 

Infolge der Hydrolyse der EiweiBkérper durch starke HCl und 
der nachherigen Alkalisierung weist die Untersuchungsfliissigkeit 
eine hohe Salzkonzentration auf. Ks war daher festzustellen, ob 
die Salzkonzentration irgendeinen EinfluB auf die Intensitaét der 


Tabelle 5. EinfluB der Salzkonzentration auf die Farbintensitit. 


Kine gegebene Argininmenge ergab in verschiedenen Salzkonzentrationen 
folgende Farbintensitaten: 
Salzkonzentration in °/, KCl 0,0 3,3 6,6 9,9 
k 1,398 1,384 1,384 1,390 











98() K. Lang, Mechanismus der Diacetylreaktion von Guanidinen usw, 


sich entwickelnden Fairbung hat. Wie die Tab. 5 zeigt, ist das aber 


nicht der Fall. 

In der Tab. 6 sind einige mittels dieser Methode fiir ver. 
schiedene KiweiBk6érper erhaltene Argininwerte zusammengestellt, 
Sie befinden sich in guter Ubereinstimmung mit den aus der Lite- 
ratur bekannten Zahlen. 


T'abelle 6. Der Arginingehalt verschiedener EiweiBkérper. 


EiweiB Arginin in °/) 
Serumglobulin .... . 4,42 3,89 
Serumalbumin ..... 4,09 
Ps < Saw «a <-> Ge 

Zusammenfassung. 


Der Mechanismus der Diacetylreaktion der Guanidinderivate 
konnte dahingehend aufgeklart werden, daB 2 Molekile des Di- 
ketons sich unter Wasseraustritt zunichst kondensieren und dati 
dann dieses Kondensationsprodukt sich mit 3 Molekiilen Guanidin 
oder eines Derivates desselben vereinigt. 

Auf dem Prinzip der Diacetylreaktion basierend, werden 
2 Mikromethoden zur Bestimmung des Kreatins in Muskelextrakten 
und zur Bestimmung des Arginins in EiweiBk6rpern beschrieben. 
Die Bestimmungsfehler legen bei beiden Methoden unter 5°/o. 


Druckfehler-Berichtigung 


zu B. Helferich, S. Winkler, R. Gootz, O. Peters und E. Giinther, 
Uber Emulsin. VII, Bd. 208, S. 93: 


Unter Formel III muB stehen: (trans)a«,1l-Arabinosid, 
statt: (trans)f,d-Arabinosid. 
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Biokatalysatoren bei der Keimung. 
Von 


H,. v. Euler, T. Philipson und D. Burstrém. 





(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Der Redaktion zugegangen am 27. April 1932.) 


1. Die Faktoren Z in den Schalen der Gerstenkorner. 


Vor kurzem haben Euler und Philipson?) einen Vorschlag 
zu einer einheitlichen Nomenklatur fiir siimtliche, sowohl tierische 
als pflanzliche Wachstumsfaktoren gemacht: Der Buchstabe B 
welcher als Bezeichnung fiir die wasserléslichen Wachstumsvitamine 
hoéherer Tiere bereits allgemein angenommen ist, soll, um die 
Zusammengehorigkeit der tierischen und pflanzlichen Wachstums- 
faktoren zum Ausdruck zu bringen, auch den letzteren beigelegt 
werden, und zwar mit dem Zusatz P (hergeleitet von planta, Pflanze 
usw.), so daB die Wachstumsfaktoren etwa folgendermaBen ein- 
geteilt werden kénnen: 




















Lipoidlésliche a we Wasserlésliche 
wasserlésliche 
Tier Carotin; Vitamin A |Lipochromhormone | Vitamin B,, B,, B,, Y 
Xanthophyll u. Derivate (?) 
Pflanze | (Xanthophyll u. Derivate) BP (Faktoren Z) 


Die Faktoren Z, welche die Giirung der lebenden Hefe be- 
schleunigen, sind allerdings keine Wachstumsfaktoren, aber sie 
schlieBen sich denselben insofern an, als sie an der Lieferung der 
zum Wachstum notwendigen Girungsenergie beteiligt sind, und 
sie bilden, wie in einer vorhergehenden Mitteilung betont wurde ?), 
gewissermaBen einen Ubergang von den Kohlenhydrataktivatoren 
zu den Wachstums-Stoffen der B-Gruppe. ,,Der Faktor*) BP 

1) Biochem. Z. 245, 418 (1932). —- Vgl. auch Euler, Vortrag vor der 
Kaiser-Wilhelm-Ges. am 16. XII. 1931, Z. f. angew. Chem. 45, 220 (1932). 

2) Euler, Burstrém u. Hellstrém, Sv, Kem. Tidskr. 44. 23 (1932). 

5) Nach Kigl, Haagen Smit u. Went [Akad. v. Wetensch. Amster- 


dam, Proc. 34, Nr. 10 (1931/32)] wiren die Faktoren BP zu den Phyto- 
hormonen zu zihlen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCVIII. 19 
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kommt auch in tierischen Geweben vor, und andererseits bildet 
die Auffindung der B-Vitamine in den Samenschalen der Griisey 
bekanntlich den Ursprung der Vitamin-Forschung und _ bedeutet 
eine neue Epoche in der Lehre von den Wachstumsfaktoren.“ Dat} 
Z-Faktoren in den Samen von Malz') vorkommen, geht z. B. aus 
folgendem Versuch hervor. 

Malzschalen, 1,1 g, wurden 5 Minuten in 6 ccm Wasser erhitzt. 
dann verrieben, mit 10 ccm Wasser weiter erhitzt und zentrifugiert. 


Vom Gesamtvolumen der Lisung, 8,5 ccm, wurde je 1 ccm zur 


Z-Bestimmung verwendet. 


Bunion 445s ss ss OF 1 2 3 5 
Ohne Extrakt.... 0,5 0,8 ie 2,6 4,75 
1 cem Z-Extrakt. . . 1,2 2,35 4,25 6,35 10,55 


Zur Bestimmung in ungekeimten Gerstenkérnern verwendeten 


wir die Schalen der Gerstensippe von Albina I, 27—1099. Die 
Samen wurden geschilt; wir erhielten 420 mg Schalen, welche 


5 Minuten lang in 5 com Wasser von 80° erhitzt wurden; sie 
wurden dann mit Sand verrieben und weitere 5 Minuten erhitzt 


und zentrifugiert. Die iiberstehende Lésung betrug 1,8 ccm; 


von dieser Liésung wurden zwei Proben entnommen, nimlich zu 
1 ccm, bzw. 0,6 cem. Damit wurden die iibrigen Giirproben an- 
gestellt, wobei fulgende Mischung gewihlt wurde: 


1 g Glucose + 12,5 cem Wasser + 0,5 g Hefe. 
Davon 1 cem + x cem Extraktmischung + (1 — x) cem Wasser. 


Unsere Versuchsreihe, bei welcher halbstiindig abgelesen wurde, 
entnehmen wir die folgenden Zahlen: 











Stunden Ohne Z-Lésung | 0,6 ccm Z-Lésung | 1,0 eem Z-Loésung 
l 0,95 1,2 1,8 
2 2,1 2,6 3,5 
3 3,2 4,2 5,4 
4 4,3 5,9 7,3 
5 5,4 7,6 9,2 











Somit war hier die Z-Wirkung nur unbedeutend und lag 
auBerhalb des Proportionalititsbereiches. 


'!) In Gerstenkeimlingen wurde der Z-Faktor schon von Euler und 
Swartz nachgewiesen [Diese Z. 140, 146 (1924)]. — Vgl. auch Euler u. 
Myrbick, 141, 297 (1924). 











Biokatalysatoren bei der Keimung. 983 


9, Faktoren Z und BP in Kornern von Leguminosen und von Gerste. 


40 Stiick Bohnen wurden 5 Stunden lang bei 40° in 30 cem 
Wasser eingeweicht, die Schalen wurden abgezogen, und auf die 
innere Seite abgeschalt, so daB ein innerer und ein iiuberer Teil 
erhalten wurden. 

Lésung I. Zum Ejinweichen verwendetes Wasser auf 1,3 ccm ecin- 
geengt. 

Lésung II. 3,4/15 des Extraktes von 888 mg AuBenschale, eingeengt 
auf 0,8 ccm. 


Lésung III. 5,75/10 des Extraktes von 870 mg Innenschale eingeengt 
auf 0,75 cem. 


Die CO,-Entwicklung ist im folgenden tabelliert: 




















Hefesuspension 
Stunden + Wanee +leem | + 0,7 cem + 0,6 cem 
Lisung I | Lésung II Lésung II 
1 095 | 3,0 | 1,6 es 
2 2,2 | 8,3 | 3,6 | 5,2 
3 3,5 | 15,8 5,9 | 8,45 





Kin wesentlicher Teil des Z-Faktors ist somit in das zum 
Kinweichen verwendete Wasser iibergegangen. Dieser Umstand 
erschwert es, die Lokalisierung des Z-Faktors genau festzustellen, 
und zu zeigen, ob dasselbe wie die Zuwachsfaktoren und Vitamine B 
in der Innenschale konzentriert sind.) 

Mit Erbsen, welche im Vakuum nach einer sehr schonenden 
Methode getrocknet worden waren, hat der eine von uns (T. Phi- 
lipson) Versuche angestellt, bei welchen die getrockneten und 
dadurch leicht ablésbaren Schalen fiir sich allein untersucht 
wurden. Das Gewicht der Schalen von 50 Erbsen betrug 1,5¢. Die 
Schalen wurden 15 Minuten lang in Wasser eingeweicht. Hierauf 
wurde filtriert und der Extrakt in einem Kolben zur Wachstums- 
messung iibergefiihrt und dann auf dem Wasserbad bei durch- 
strémender Luft eingedunstet. Die Schalen wurden hierauf mit 
Sand und Wasser verrieben und auf dem kochenden Wasserbad 
2 Stunden lang extrahiert; Sand und Gewebereste wurden ab- 
zentrifugiert, und die Lésung wurde unter Zusatz von Kieselgur 
klar filtriert. Auch diese Lésung wurde in einen Kolben zur 
Wachstumsbestimmung auf dem Wasserbad im Luftstrom ein- 
gedunstet; sie ist in folgender Tabelle als ,,Kxtrakt* bezeichnet. 


1) Euler, Burstrém u. Hellstrém, a. a. O. 


19* 
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a. ee NS ——— —D 


‘ i “‘Zellenzahl | 
Priparat Einimpfung sai tn Gee, Zunahme 
— ——— —- = acne — = — A es a 
O (Parallelprobe). . . sil 2,0 10 5 
Einweichwasser ....... 1,0 100 100 
. ga ee 1,0 14300 14300 
Zum Vergleich 
Einweichwasser von 50 ganzen 
NE Sa ce oe as 25000 
2cem Citronensaft ...... 13500 











Kin sehr wesentlicher, vermutlich der gréBte Teil des Wachs- 
tunsfaktors BP befindet sich also in der Schale. Diese Versuche 
sollen weiter ausgedehnt werden, um zu ermitteln, wie sich die 
Verteilung der untersuchten Faktoren wihrend der Keimung indert 
und in welchem MaSe dieser Wachstumsfaktor vom Erbsenkory 
bzw. Gerstenkorn wiihrend der Entwicklung verbraucht wird. An 
die Gruppe B (B-Vitamine) in den Samenschalen der Griiser 
haben wir schon friiher erinnert. 

Z-Faktoren sind nicht nur in den Schalen der Gerstenkérner, 
sondern auch in den Cotyledonen der keimenden Ké6rner ent- 
halten. Sie sind darin von der Co-Zymase begleitet, und zwar 
zeigt die folgende Tabelle, daB die Gerstencotyledonen recht er- 
hebliche Mengen Co-Zymase und Z-Faktoren enthalten. Aus 
100 Gerstenkérnern wurden am 3. Keimungstage die Cotyledonen 
herauspripariert, mit Sand verrieben und in je 5ccm Wasser vou 
80° 2 mal extrahiert. Die Methode der Co-Zymasebestimmung 
entsprach der in diesem Institut gebriiuchlichen. Zur Z-Bestim- 
mung wurde folgende Mischung hergestellt: 1 g Glucose + 12,5 cem 
Wasser + 0,5 g Hefe. Davon 1 com +x ccm Extraktmischung 
+ (1 — x) ccm Wasser. 














Z-Faktoren Co-Zymase 
Stunden [|—— ) aaa ; 
0cem Z-Extr.|) 1 cem Extr. [0 cem Cz-Extr.| 1,4 cem Extr. 
0.5 0,45 1,1 0,15 0,65 
l 1,0 2,4 0,3 1,8 
2 2,4 5,2 0,5 4.4 
3 3,6 8,3 0,75 7,2 
1 4,9 11,15 1,0 95 
5 6,2 13,7 1,2 10,9 
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Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


K. Dirr und K. Felix; Richard Willstitter und Margarete Rohde- 

wald(2); Emil Abderhalden und Kurt Heyns; D. Ackermann; R. 

Zeynek; Harry Raudnitz, Franz Petri und Felix Haurowitz; 

Ernst Auhagen; F. Knoop; W. Linneweh und H. Reinwein; Hein- 

rich Kraut und Hermann Burger; Hideo Yuuki; M. Behrens; 
S. Klein und H. Linser; E. Klenk und O. v. Schoenebeck. 





Fiir die hdufiger zitierten Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen: 


Diese Z. 


Amer. chem. J. 
Amer. J. Physiol. 
Arch. f. exper. Path. 


Ber. chem. Ges. 
Ber. Physiol. 


Biochem. Z. 
Biochemic. J. 

Bull. Soe. Chim. biol. 
Bull. Soc. chim. 
Chem. Z. 

C. r. Acad. Sci. 


Helvet. chim. Acta. 
J. of Biochem. 

J. of biol. Chem. 

J. of Physiol. 

J. prakt. Chem. 
Landw. Versuchsstat. 
Liebigs Ann. 


Skand. Arch. Physiol. 
Z. Biol. 
Z. physik. Chem. 


== Hoppe-Seylers Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 

== American chemical Journal. 

== American Journal of Physiology. 

== [Naunyn-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 

== Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

== Berichte iiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 

== Biochem. Zeitschrift. 

== Biochemical Journal. 

== Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

== Bulletin de la Société chimique de France. 

== Chemisches Zentralblatt, 

== Comptes Rendus Hebdomaires des Séances 
de l’Académie des Sciences. 

== Helvetica Chimica Acta. 

== Journal of ee ee 

== Journal of Biological Chemistry. 

== Journal of Physiology. 

== Journal fiir praktische Chemie. 

== Landwirtschaftliche Versuchsstation. 

== Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

== Monatshefte fiir Chemie. 

== Die Naturwissenschaften. 

= eng Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 

== Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

== Zeitschrift fiir Biologie. 

== Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 
Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 











Wege zur Wende und zum Beginn 
einer neven VolKsordnung! 


Wo findet die deutsche Jugend 


Neuen Lebensraum? 


Berichte tiber die Rundfrage des Deutschen Studenten- 
werks e. V. Bearbeitet und zusammengefaBt von Dr. 
E. W. Eschmann, herausgegeben vom_ Deutschen 
Studentenwerk e. V. GroB-Oktav. XIV, 182 Seiten. 1932. 

Ladenpreis zur Zeit RM. 3.50 


Arbeitsdienst 


in Bulgarien. Ergebnisse einer Studienreise der Schle- 
sischen Jungmannschaft. Von Dr. Hans Raupach. 
Mit acht Abbildungen auf zwei Tafeln und einer Karte 
von Bulgarien im Text. GroB-Oktav. X, 100 Seiten. 1932. 

Ladenpreis zur Zeit RM. 3.02 


Vormarsch der 


Arbeitslagerbewegung 


Geschichte und Erfahrung der Arbeitslager fiir Arbeiter, 
Bauern und Studenten 1925—1932. Von G. Keil unter 
Mitarbeit von H. Dehmel, R. Gothe und H. Raupach. 
Herausgegeben vom Deutschen Studentenwerk e. V. 
GroB-Oktav. X, 118 Seiten. Illustriert. 1932. 
Ladenpreis zur Zeit RM. 2.52 


(Schriftenreihe des ,,Studentenwerk“‘, Band 4, 5 und 6) 


Aufbauend auf den Kraften des Selbsthilfegedankens und der Gemeinschaftsarbeit schickt sich 
das junge Deutschland an, dem hoffnungslosen Zustand des wirtschaftiichen Niederbruchs, der 
sozialen Zerkliiftung und der nationalen Lahmung zu Leibe zu riicken und die Gestaltung seiner 
Zukunft im BewuBtsein der Verantwortung und Opferbereitschaft in die Hand zu nehmen. 
Das neue Schrifttum des Deutschen Studentenwerks verschafft dieser Jugend Gehor in der 
OUberzeugung, da8 ihr Aufbruch die Wende und den Beginn einer neuen Volksordnung be- 
deuten kann. — Wer fiber die tieferen, idealistischen Krafte, die das gegenwirtige Zeitbild 
zu wandeln am Werk sind, Klarheit gewinnen will, mu8 zu diesen Banden greifen. 


Ein ausfiihrlicher Prospekt steht kostenlos zur Verfiigung 





Walter de Gruyter @Co., Berlin Wwl10 
Genthiner Strafe 38 








